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1 Einleitung 1 
1 Einleitung 
Kommt es zu einer Verletzung der Haut, setzt der Körper einen Ablauf ver-
schiedener Prozesse in Gang, welche schließlich zur Wundheilung führen. 
Thrombozyten spielen dabei eine zentrale Rolle. Sie initiieren die Blutgerin-
nung, sorgen für eine Wundabdeckung durch Bildung eines Fibrinnetzes und 
schütten u.a. hohe Konzentrationen von Wachstumsfaktoren aus ihren α-
Granula aus. Wachstumsfaktoren fördern die Regeneration der Haut, da sie 
Effektorzellen zur Einwanderung in das Wundgebiet sowie zum Wachstum 
veranlassen. Zu nennen sind hier der Transforming Growth Factor-ß (TGF-ß), 
der Epidermal Growth Factor (EGF), der Vascular Endothelial Growth Factor 
(VEGF) oder der Platelet Derived Growth Factor (PDGF). Darunter scheint 
PDGF ein entscheidender Initiator der Wundheilung zu sein (Lawrence 1998). 
Chronische Wunden sind durch eine verminderte Sekretion dieser Faktoren 
gekennzeichnet. Auch Mikrozirkulationsstörungen führen dazu, dass Botenstof-
fe nicht aus dem Wundgebiet in den Körperkreislauf gelangen können und 
somit der Prozess der Wundheilung nicht in Gang gesetzt wird. Weiterhin kön-
nen Infektionen oder großflächige Weichgewebsdefekte für eine verzögerte 
oder sogar ausbleibende Wundheilung verantwortlich sein. Hier wird die Appli-
kation von angereicherten Thrombozyten als Quelle von autologen Wachstums-
faktoren diskutiert, um somit eine Verbesserung der Wundheilung zu erzielen. 
In der Zahn- Mund- und Kieferchirurgie ist der Einsatz von Plättchen-reichem 
Plasma im Zusammenhang mit der Deckung von Knochendefekten bereits 
erfolgreich belegt (Yamada et al. 2006). Klinische Anwendungen von PRP im 
Bereich der Parodontalchirurgie (Naik et al. 2013) oder bei diabetischen Ulzera 
(Moulin et al. 1998, Lippert et al. 2001) konnten ebenfalls einen positiven Effekt 
auf die Geschwindigkeit und die Qualität der Wundheilung bestätigen. Jedoch 
ist noch nicht ausreichend erforscht, wie die von Thrombozyten freigesetzten 
Wachstumsfaktoren (PRGF) in ihrer Gesamtheit die Keratinozyten auf zellulärer 
Ebene beeinflussen. 
Im Rahmen dieser Arbeit soll daher die Wirkung von PRGF (Platelet Released 
Growth Factor) auf die Wundheilung durch eine Aktivierung des Nrf2-ARE-
Systems in Keratinozyten untersucht werden. Die ARE-Aktivierung (antioxi-
dance response element) führt zu einer Transkription wichtiger antioxidativer 
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Enzyme. Diese schützen das geschädigte Gewebe vor oxidativem Stress, der 
während einer Verletzung auftritt. Das thrombozytenreiche Plasma kann bei-
spielsweise bei großen Operationswunden Anwendung finden. Hier kommt es 
häufig durch eine mangelnde Blutversorgung zu einer gestörten Heilung der 
Haut. Eine lokale Anwendung von thrombozytenreichem Plasma könnte zur 
Unterstützung der Regeneration der Haut von Vorteil sein. 
1.1 Die Haut 
Die Haut (gr. derma, lat. cutis) ist das größte Organ des menschlichen Körpers. 
Makroskopisch kann man die Felderhaut und die Leistenhaut voneinander 
unterscheiden, wobei die Felderhaut den größten Teil des Körpers bedeckt. Sie 
besitzt Haare, Schweiß- sowie Talgdrüsen, während die Leistenhaut unbehaart 
ist und keine Talgdrüsen besitzt (Lüllmann-Rauch 2012). 
Die Haut ist aufgebaut aus der Epidermis (Oberhaut), der Dermis (Lederhaut) 
und der Subkutis (Unterhaut). Sie dient der Abgrenzung des Körperinneren 
gegenüber der Umwelt und schützt den menschlichen Organismus so vor me-
chanischen, thermischen und chemisch-physikalischen Einwirkungen. Außer-
dem spielt die Haut eine wichtige Rolle bei der Regulation von Wasser-, Elekt-
rolyt- und Temperaturhaushalt. Die Hautoberfläche ist von einem Fettfilm, be-
stehend aus einer hydrophilen Emulsion, überzogen und besitzt einen PH-Wert 
von 4,2-6,5. Der Fettfilm schützt die Haut vor der Austrocknung sowie vor Bak-
terien (Stüttgen, Schaefer 1974, Niedner, Ziegenmeyer 1992). 
Die mehrschichtige Epidermis besteht aus einem gefäßlosen, verhornenden 
Plattenepithel und ist größtenteils aus Keratinozyten aufgebaut. Des Weiteren 
befinden sich in dieser obersten Hautschicht Zellen des Immunsystems (Anti-
gen-präsentierende Langerhans-Zellen), Druckrezeptoren (Merkel-Zellen) und 
pigmentbildende Zellen (Melanozyten). Die Schichten der Epidermis sind das 
Stratum corneum, das Stratum lucidum (nur an der Leistenhaut von Hand- und 
Fußinnenseite), das Stratum granulosum, das Stratum spinosum und das Stra-
tum basale. Das Stratum basale und das Stratum spinosum bilden zusammen 
das Stratum germinativum. Die Zellteilung erfolgt nur im Stratum basale, von wo 
aus die Zellen kontinuierlich an die Zelloberfläche wandern und dabei eine 
Reifung zu Keratinozyten erfahren. Ihre Lebensdauer beträgt ca. 30 Tage. 
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Anschließend werden die dehydratisierten Keratinzellen als Hornschuppen 
abgestoßen (Baumhoer et al. 2000). Da in der Epidermis keine Blutgefäße 
verlaufen, sind Keratinozyten auf die Versorgung von Metaboliten durch Diffusi-
on aus der Dermis angewiesen.  
Die Dermis besteht vorwiegend aus Fibroblasten und ist von zahlreichen Blut-, 
Nerven und Lymphgefäßen durchzogen. In dieser Schicht finden sich Bündel 
kollagener und elastischer Fasern. Die Dermis dient der Ernährung und Veran-
kerung der Epidermis. Die Schichten der Dermis sind das Stratum papillare und 
das Stratum reticulare. Epidermis und Dermis werden durch die Basalmembran 
voneinander abgegrenzt. Hemidesmosomen bedingen dabei eine feste Veran-
kerung beider Schichten.  
Die Subkutis ist aufgebaut aus lockerem Binde- und Fettgewebe. Sie dient der 
Wärmeisolierung und dem mechanischen Schutz und ist Energiespeicher. Die 
Subkutis verbindet die Haut verschieblich mit ihrer Unterlage. 
 
 
Abbildung 1-1 Schichten der Epidermis 
Hämatoxylin-Färbung der Ohrmuschel (600x Vergröße-
rung) B, Stratum basale. S, Str. spinosum. G, Str. granulo-
sum. C, Str. corneum. Das Str. basale bildet zusammen 
mit dem Str. spinosum das Str. germinativum.  
1.2 Wundheilung 
Eine Wunde bezeichnet eine Unterbrechung des Zusammenhangs von Körper-
gewebe mit oder ohne Substanzverlust, welche durch mechanische Verletzun-
B 
S 
G 
C 
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gen oder physikalisch bedingte Zellschädigung entstanden ist (Pschyrembel 
1994). Durch Wundheilungsvorgänge wird das Gewebetrauma repariert und ein 
Ersatzgewebe gebildet, wobei hier eine Abfolge biologischer Prozesse zur 
Heilung der Wunde führen. 
Es wird zwischen der primären und der sekundären Wundheilung unterschie-
den. Bei der primären Wundheilung finden sich gut adaptierte, glatte Wundrän-
der. Hier ist der Wundheilungsverlauf recht schnell und es treten kaum Entzün-
dungen auf. Die sekundäre Wundheilung ist durch weit auseinander liegende 
Wundränder gekennzeichnet. Dazwischen befindet sich ein Gewebsdefekt, 
welcher mit Granulationsgewebe überbrückt wird. Später folgt Narbengewebe. 
Hier liegt die Dauer der Wundheilung bei Wochen bis Monaten. 
Die physiologische Wundheilung erfolgt in vier zeitlich überlappenden Phasen 
(Wild, Auböck 2006, Schäffer, Coerper, Becker 2002): 
Hämostase 
Durch ein Gewebstrauma kommt es zur Zerstörung des Mikrogefäßsystems. 
Daher ist die Blutstillung das primäre Ziel des Organismus. Die Blutstillung 
erfolgt durch Kontraktion von arteriellen Gefäßen (Assoian, Sporn 1986). 
Thrombozyten heften sich an die beschädigten Gefäßwände an. Dabei kommt 
es zur Formveränderung der Thrombozyten und zur Ausbildung von Pseudopo-
dien, wodurch die Thrombozyten aneinander adhärieren. Es kommt zur Entste-
hung eines Thrombus. So wird die Wunde bedeckt und ist vor Kontaminationen 
geschützt. Außerdem dient der Thrombus als Reservoir für Wachstumsfaktoren 
und Mediatoren sowie als Matrix für einwandernde Zellen. Die Thrombozyten 
sezernieren zusätzlich Wundheilungsmediatoren wie zum Beispiel den Platelet-
Derived Growth Factor (PDGF), Transforming Growth Factor-β 1 (TGF-β1), 
Epidermal Growth Factor (EGF) oder den Insulin-like Growth factor-1 (IGF-1), 
wodurch Makrophagen, Fibroblasten und Gefäßzellen ins Wundgebiet gelockt 
und anschließend aktiviert werden.  
Inflammatorische Phase 
Die inflammatorische Phase läuft parallel zur Hämostase ab. Sie ist gekenn-
zeichnet durch die Einwanderung von Entzündungszellen wie Makrophagen, 
Monozyten, T-Lymphozyten und neutrophilen Granulozyten. Die neutrophilen 
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Granulozyten phagozytieren und entsorgen Bakterien. Sie bauen abgestorbe-
nes Material ab und synthetisieren Entzündungsmediatoren wie beispielsweise 
Interleukin-1 (IL-1) oder den Tumor Necrosis Factor-α (TNF-α). Durch Freiset-
zung dieser Mediatoren werden wiederum Fibroblasten und Epithelzellen akti-
viert. Einwandernde Monozyten heften sich über Integrinrezeptoren an Fib-
ronektin- und Kollagenfragmente, reifen zu Makrophagen und eliminieren als 
Fresszellen Mikroorganismen und abgestorbene Neutrophile. Durch Freiset-
zung von Elastasen und Kollagenasen kommt es zusätzlichen zum Abbau von 
devitalem Gewebe. 
Proliferation 
Das Hauptziel dieser Phase ist das Auffüllen des Gewebedefektes. Sie beginnt 
1-2 Tage nach der Verletzung und dauert ca. 14 Tage an (Hunt 1988). Zu-
nächst kommt es zur Einwanderung von Fibroblasten, Endothelzellen und Kera-
tinozyten in das ödematöse Wundgebiet. Es entsteht ein Granulationsgewebe 
welches immer mehr mit Kollagenfasern und Bindegewebe durchsetzt wird. Die 
Endothelzellen sorgen für die Neoangiogenese. Im Bereich der Wundränder 
kommt es durch Proliferation von Keratinozyten zu einer Reepithelialisierung.  
Remodeling 
Während dieser Phase erfolgen der Abbau der provisorischen extrazellulären 
Matrix und eine Umstrukturierung der Kollagenfasern. Myofibroblasten begin-
nen sich zu kontrahieren, wodurch die Wunde zusammengezogen wird. 
Dadurch kann sich das Kollagennetz stabilisieren und verdichten. Es kommt 
außerdem zu einer Umwandlung von Kollagen Typ III in das stärkere Kollagen 
Typ I. Es entsteht ein Narbengewebe. 
Während des Wundheilungsprozesses spielt der Transkriptionsfaktor Nrf2 eine 
wichtige Rolle. In der frühen Entzündungsphase bilden die einwandernden 
Makrophagen und Granulozyten erhöhte Mengen an reaktiven Sauerstoffspe-
zies (ROS). Dies dient u.a. der Abwehr mikrobieller Erreger und ist daher ein 
wichtiger Abwehrmechanismus im Heilungsprozess. Bei übermäßig gesteiger-
ten Mengen dieser Sauerstoffspezies kann es jedoch zur Gewebezerstörung 
kommen. Normalerweise herrscht ein Gleichgewicht zwischen Aufbau und 
Abbau von ROS. Wird das Gleichgewicht jedoch zugunsten der ROS verscho-
ben, kommt es zu einem oxidativen Stress im Gewebe. Dies kann zu einer 
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Schädigung aller zellulären Makromoleküle führen. Daher benötigt die Zelle 
einen Schutzmechanismus, um ROS zu detoxifizieren. Nrf2 ist ein wichtiger 
Regulator von zellulären Enzymen, die reaktive Sauerstoffspezies abbauen 
können. Das Nrf2-System spielt daher eine wichtige Rolle im Prozess der 
Wundheilung. 
1.3 Gestörte Wundheilung 
Der Wundheilungsprozess ist sehr komplex. Er wird durch verschieden Vorgän-
ge und zeitlich abgestimmte Reaktionen bestimmt. Durch genetische, psychi-
sche, entzündliche oder mechanische Faktoren kann es zur Beeinträchtigung 
der Wundheilung kommen (Aust et al. 2011). Man spricht von einer chronischen 
Wunde, die durch Nekrosen und Fibrinbeläge gekennzeichnet ist. Infektionen 
stellen die häufigste Ursache für eine gestörte Wundheilung dar. Hier kommt es 
zu einem Ungleichgewicht zwischen Erreger und der spezifischen lokalen Infek-
tabwehr. Auch Durchblutungsstörungen wirken sich negativ auf die Wundhei-
lung aus, da es zu einer unzureichenden Sauerstoffversorgung des Wundgebie-
tes kommt. Systemische Faktoren, welche als Ursache einer gestörten Wund-
heilung gelten sind Diabetes mellitus, Immunschwächen, Unterernährung, Ge-
fäßerkrankungen, ein fortgeschrittenes Alter oder chirurgische Eingriffe, bei 
denen es zu große Operationswunden kommt (Coerper 2004, 2006). 
1.4 Plättchen-reiches Plasma (PRP) / Platelet rich in growth 
factors (PRGF) 
Plättchenreiches Plasma (PRP) ist ein autologes Thrombozytenkonzentrat, 
welches aus patienteneigenem Vollblut in zwei Zentrifugationsschritten gewon-
nen wird. Die Thrombozytenmenge in PRP ist ungefähr acht bis zehnmal höher 
als in Vollblut (Vollblut: 260.000/µL) (Weibrich, Kreis et al. 2003). 
In der Forschung wurde der positive Effekt von Plättchen-reichem Plasma bei 
der Behandlung von Entzündungen sowie bei Wunddefekten und der Fraktur-
heilung schon belegt (Bose und Balzarini 2002, Aspenberg und Virchenko 
2004, Ishida, Kuroda et al. 2007, Salari Sharif und Abdollahi 2010). So sind 
autologe Blutprodukte seit 1960 zur Unterstützung der Knochenregeneration im 
Einsatz (Schulte 1960). 1969 benutzte Schulte zentrifugiertes Eigenblut, um 
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Knochendefekte nach Zystektomien zu füllen (Schulte 1969). 1996 publizierten 
Yamamoto K. et al. den Einsatz von Thrombozyten-angereichertem Plasma als 
Ersatz für Gewebekleber zur Beschleunigung der Blutstillung. Die Erstanwen-
dung von Plättchen-reichem Plasma in der Mund-Kiefer-Gesichtschirurgie wur-
de 1997 von Whitman et al. publiziert. Dort wird über eine beschleunigte knö-
cherne Regeneration sowie über einen positiven Effekt auf die Weichteilheilung 
berichtet (Whitman et al. 1997). 2013 zeigte Sarvajnamurthy, das PRP einen 
fördernden Effekt auf die Heilung chronisch venöser Geschwüre besitzt. Durch 
den Einsatz von autologen PRP konnte die Ausdehnung sowie das Volumen 
der venösen Geschwüre reduziert werden (Sarvajnamurthy et al. 2013). 
Auch in weiteren zahlreichen Studien wurde ein möglicher Einsatz von PRP 
erprobt. Der genaue Wirkmechanismus von Plättchen-reichem Plasma ist je-
doch noch nicht bekannt. Deswegen ist es wichtig, sich mit den genauen mole-
kularen Mechanismen dieser beobachteten Effekte zu beschäftigen. 
1.5 Thrombozyten 
Thrombozyten (Blutplättchen) sind die kleinsten zellulären Bestandteile des 
Blutes. Sie sind kernlos und spielen eine wichtige Rolle in der Blutstillung, der 
Gefäßreparatur und bei Entzündungsvorgängen. Thrombozyten entstehen aus 
polyploiden Megakaryozyten des Knochenmarks, welche sich von Megakaryo-
blasten ableiten. Ihre Lebensdauer beträgt 8-10 Tage. Pro µl Blut kommen 
150.000 bis 350.000 Blutplättchen vor. Der Abbau der Thrombozyten erfolgt im 
retikulären System von Leber und Milz. Die Energiegewinnung erfolgt durch 
aerobe Glykolyse. Im ruhenden Zustand besitzen Thrombozyten eine diskoide 
Form mit einem Durchmesser von 1,5-3,5 µm. Kommt es zu einer Aktivierung 
der Thrombozyten durch den Kontakt mit subendothelialen Matrixproteinen, 
erfahren die Blutplättchen eine Formveränderung sowie eine Oberflächenver-
größerung auf bis zu 13µm² (shape change) (Baumhoer et al. 2000, Morgen-
stern 1997; George 2000). 
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Abbildung 1-2: REM-Aufnahme von aktivierten Thrombozyten 
1.5.1 Aufbau 
Ultrastrukturell setzt sich ein Thrombozyt aus drei verschiedenen Zonen zu-
sammen (Dengler und Dreger 2011): 
1. Die periphere Zone 
Diese besteht aus einer extramembranösen Glykokalyx, einer dreischich-
tigen Plasmamembran und dem Submembranbereich. Diese Zone dient 
durch die Integration von Oberflächenrezeptoren der Thrombozytenad-
häsion sowie -aggregation. 
2. Die Sol-Gel-Zone  
Charakteristisch für diese Zone ist ein Gerüst aus Mikrotubuli, Mikrofila-
menten und Actomyosinfilamenten, wodurch die Kontraktilität der 
Thrombozyten gewährleistet wird. Außerdem hält sie die Scheibchen-
form der Thrombozyten aufrecht.  
3. Die Organellenzone 
In dieser Zone befinden sich vor allem Mitochondrien, Glykogenspeicher 
und drei verschiedene Granula-Formen. Die dichten Granula (dense bo-
dies) beinhalten Calcium, ADP, ATP und Serotonin. Außerdem findet 
man α-Granula, welche mit verschiedenen Enzymen, Zytokinen, Gerin-
nungsfaktoren sowie Plättchenfaktoren gefüllt sind. Die Lysosomen der 
Thrombozyten als dritte Granula-Form enthalten hydrolytische Enzyme 
(Elastasen, Kollagenasen). Kommt es zur Aktivierung der Thrombozyten, 
werden die Inhalte dieser Granula freigesetzt. 
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1.5.2 Thrombozytenaktivierung 
Unter physiologischen Bedingungen kommt es im geschlossenen Gefäßsystem 
nicht zum Sistieren des Blutflusses oder zum Blutaustritt. Eine isolierende En-
dothelzellschicht gewährleistet die Abtrennung von Blutstrom und subendotheli-
al gelegenen prothrombogenen Gefäßwandkomponenten, indem sie antithrom-
bogene und vasoaktive Substanzen (Stickstoffmonoxid, Prostazyklin) sezer-
niert. Kommt es jedoch zu einer traumatischen Verletzung der Gefäßwand und 
somit zu einer Diskontinuität der Endothelbarriere, werden subendotheliale 
Matrixproteine wie Kollagen und der von Willebrand Faktor (vWF) freigelegt. 
Durch die membranösen Adhäsionsrezeptoren GP Ib und GP VI gehen die 
Thrombozyten einen Kontakt mit dem Subendothel ein. Dadurch kommt es zur 
Aktivierung der thrombozytären Integrine αIIbβ3 (Fibrinogenrezeptor) und α2β1 
(Kollagenrezeptor) und so zur Adhäsion und Aktivierung der Thrombozyten. Die 
Thrombozyten beginnen zu degranulieren. Freigesetzte Substanzen wie ADP, 
Calcium und Thromboxan verstärken die Aktivierung und locken weitere 
Thrombozyten an. Es kommt zur Ausbildung von Mikroaggregaten über Fibrin-
brücken, wobei der wachsende Thrombus immer mehr durch Thrombin und 
Fibrin stabilisiert wird (Langer, Gawaz 2010, Patil et al. 2001, Gawaz 1999). So 
kommt es schließlich zur Blutstillung und Hämostase. 
Für die feste Adhäsion der Thrombozyten sind Integrine zuständig. Dadurch 
kommt es zur weiteren Aktivierung und zur Formänderung der Thrombozyten. 
Diese bilden Pseudopodien aus, wodurch ein Verschluss der Gefäßwand ge-
währleistet wird. (Ruggeri 2002). 
     
Abbildung 1-3 Thrombozyten im ruhenden und aktivierten Zustand 
Die Transmissionselektronenmikroskopische (TEM-) Aufnahme zeigt links einen 
ruhenden Thrombozyt mit Zellorganellen. Rechts ist eine TEM-Aufnahme mit 
einem aktivierten Thrombozyt zu sehen. Die Pfeile zeigen auf die Pseudopo-
dien. Erstellt wurden die Aufnahmen in der Pathologie der RWTH Aachen.  
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1.5.3 Die Bedeutung von thrombozytären Wachstumsfaktoren in der 
Wundheilung 
Die in den α-Granula gespeicherten Wachstumsfaktoren können auch ex vivo 
bzw. in vitro freigesetzt werden. Dies geschieht mit Hilfe von Calciumchlo-
rid/Thrombin Additation. Die freigesetzten Wachstumsfaktoren werden dann als 
PRGF (Platelet Released Growth Factors) bezeichnet. Thrombozyten und de-
ren Wachstumsfaktoren spielen in der Medizin eine wichtige Rolle, da sie zum 
Beispiel die Wundheilung positiv beeinflussen können. Der positive Einfluss von 
Thrombozyten wurde bereits in mehreren in vivo und in vitro Studien dargelegt. 
So stimulierte der von Thrombozyten produzierte Wachstumsfaktor PDGF die 
Bildung von Granulationsgewebe bei Ratten und Mäusen mit Diabetes mellitus 
(Moulin et al. 1998, Lippert et al. 2001). Außerdem wurde die durch Diabetes 
verzögerte Wundheilung durch PDGF kompensiert. TGF-β ist ein weiterer von 
Thrombozyten produzierter Wachstumsfaktor. Dieser stimuliert während der 
Wundheilung die Kollagensynthese und hemmt den Kollagenabbau. In Tierver-
suchen konnte nachgewiesen werden, dass TGF-β die Wundheilung bei Diabe-
tes mellitus Ratten stimuliert und es zu einer Kompensation der durch Steroide 
hervorgerufenen Wundheilungsstörung kommt (Lippert 2006). Der Angioge-
nesefaktor VEGF ist ein weiterer Wachstumsfaktor, der von aktivierten Throm-
bozyten sowie von Keratinozyten während der Wundheilung ausgeschüttet 
wird. VEGF führt zur Induktion der Gefäßneubildung sowie zur Endothelzellmig-
ration und -proliferation. Es konnte gezeigt werden, dass nach chirurgischen 
Eingriffen, Wunden, Verbrennungen und Infarkten, also bei oxidativem Stress, 
die Konzentration von VEGF erhöht ist (Brown et al 1992, Banai et al. 1994, 
Namiki et al. 1995). Auch der ebenfalls von Thrombozyten produzierte Faktor 
EGF (Epidermal Growth Factor) wirkt angiogenetisch und fördert die Wundhei-
lung durch Stimulation der Fibronektinproduktion (Tautenhahn und Piontek 
2006). 
1.6 Keratinozyten 
Keratinozyten machen den Hauptteil der Epidermis mit ca. 90 % aus. Sie sind 
für die Produktion von Keratin verantwortlich und spielen eine Rolle bei der 
Immunantwort, der Wundheilung und bei Entzündungsprozessen. Keratinozyten 
werden durch Mitosen von Stammzellen im Stratum basale gebildet und durch-
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wandern die gesamten Schichten der Epidermis, wobei sie einen streng regu-
lierten Differenzierungsprozess durchlaufen und schließlich als Hornzellen 
(Korneozyten) abgeschilfert werden. 
Im Stratum basale besitzen die Keratinozyten eine zylindrische Form. Im Stra-
tum spinosum kommt es zur Volumenzunahme und zu einer Abflachung. Er-
reicht die Zelle das Stratum granulosum, kommt es zur Bildung einer Vorstufe 
des Keratins. Die Zellen degenerieren zunehmend. Im Stratum corneum hat 
sich der Keratinozyt dann zu einer kernlosen, voll keratinisierten Zelle umge-
wandelt. Die Lebensdauer der Keratinozyten beträgt im Durchschnitt 28-30 
Tage. (Fritsch 2009) 
1.7 Zelllinie HaCaT 
HaCaT-Zellen (Human adult low calcium high temperature keratinocytes) stel-
len eine epitheliale humane Zelllinie dar, welche von der Peripherie eines pri-
mär malignen Melanoms der oberen Rückenhaut eines 62jährigen Patienten 
entstammen. Es handelt sich um eine adhärent wachsende, spontan transfor-
mierende, permanente humane Zelllinie. Die HaCaT-Zelle wurde 1987 in Hei-
delberg durch Inkubation menschlicher Keratinozyten bei einer erniedrigten 
Ca²+- Konzentration und einer erhöhten Temperatur von 38,5°C etabliert 
(Boukamp et al. 1988). Unter diesen Bedingungen werden die menschlichen 
Keratinozyten autonom und vermehren sich klonal, behalten aber ihre epider-
male Differenzierungsfähigkeit bei. Der Phänotyp der HaCaT-Zellen ist zwar 
leicht verändert, jedoch entarten die Zellen unter diesen Bedingungen auch 
nach langer Inkubation und mehreren Passagen nicht. Die HaCaT-Zellen wei-
sen eine hohe Immortalität, eine einfache Handhabung und eine gute Standar-
disierbarkeit auf. Im Vergleich der HaCaT-Zellen mit nativen Keratinozyten 
finden sich sowohl Gemeinsamkeiten im biochemischen Verhalten, als auch 
Unterschiede in der Differenzierungsfähigkeit der Zellen (Grabbe et al. 1996, 
Schürer et al. 1993). Gemeinsamkeiten finden sich in der Ausbildung eines 
Monolayers, in der phänotypischen Morphologie, der Zellinteraktion und der 
Zelladhäsion (Braut-Boucher et al. 1997, Breitkreutz et al. 1993, Boukamp et 
al.1997). 
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Abbildung 1-4 HaCaT-Zellen 40x Vergrößerung (HE-Färbung) 
1.8 Oxidativer Stress 
Organsimen sind ständig freien Radikalen, Reaktiven Sauerstoffspezies (ROS – 
reactive oxygen species) und anderen Oxidantien, wie Wasserstoffperoxid, 
Hydroxylradikalen und Superoxidanionenradikalen ausgesetzt. Diese entstehen 
durch Reaktionen des metabolischen Stoffwechsels in aeroben Organismen. 
Normalerweise herrscht im Organismus ein Gleichgewicht zwischen Radikalbil-
dung und Radikalabbau. Schädlich werden ROS erst dann, wenn das physiolo-
gische Gleichgewicht zwischen der Generierung und dem Abbau von ROS 
zugunsten der reaktiven Verbindungen verschoben wird. Dann herrscht oxidati-
ver Stress (Sies 1997). Als Folge können die normalen Reparatur- und Entgif-
tungsfunktionen einer Zelle nicht richtig aufrechterhalten werden. Außerdem 
kann es zur Schädigung wichtiger Zellstrukturen kommen (Kang et al. 2005). So 
kann es durch die Reaktion der ROS mit Nukleinsäuren zu Einzelstrangbrüchen 
und Mutationen im Genom kommen. Das aktive Zentrum von Enzymen kann 
durch eine Interaktion mit Proteinen zerstört oder verändert werden. Außerdem 
können die entstandenen reaktiven Produkte wiederrum mit zelleigenen Mole-
külen reagieren, wodurch eine Kettenreaktion zustande kommt und somit eine 
massive Schädigung der Zelle. Damit das verhindert werden kann, stehen der 
Zelle verschiedene Schutzmechanismen zur Verfügung. 
1.8.1 Das Nrf2-ARE-System 
Um überschüssige Oxidantien neutralisieren zu können, besitzen die Zellen die 
Möglichkeit, eine Reihe von Genprodukten zu exprimieren. Dabei handelt es 
sich beispielsweise um Phase-II-Entgiftungsenzyme oder Phase-III-Efflux-
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Transporter (Motohashi und Yamamoto 2004). So können die Zellen ihr Redox-
Gleichgewicht wiederherstellen.  
Der nuclear factor erythroid 2-related factor 2 (nrf2) und das Antioxidant-
Response-Element (ARE) gehören zum wichtigsten Schutzmechanismus der 
Zellen (Nguyen und Sherratt et al. 2003). 
Nrf2 stellt einen Transkriptionsfaktor dar, der nahezu ubiquitär in allen Geweben 
vorkommt. Er besitzt ein Molekulargewicht von 66,1 kDa und besteht aus 590 
Aminosäuren. Nrf2 gehört zur Cap´n´collar (CNC)-Familie, welche eine Unter-
gruppe der Basic leucine zipper (bZIP)-Transkriptionsfaktoren darstellt und 
wurde von Moi und Kollegen erstmals beschrieben (Moi et al. 1994). Die Inhibi-
tion von Nrf2 erfolgt im Zytosol durch Bindung an das Kelch-like ECH-
associated protein1 (Keap1). Keap1 ist ein cysteinreiches Protein, welches aus 
mehreren Domänen besteht und mit den Aktinfilamenten des Zytoskeletts inter-
agiert (Kang et al. 2004). Nrf2 hat eine Halbwertszeit von 20 bis 30 Minuten, 
wodurch eine schnelle Anpassung an sich verändernde Bedingungen möglich 
ist. Danach kommt es zum Abbau von Nrf2 durch das Proteasom. Bei oxidati-
vem Stress dissoziiert Nrf2 von Keap1 durch die Entstehung von Disulfidbin-
dungen zwischen den beiden Keap1 Einheiten. Das freigesetzte Nrf2 wird stabi-
lisiert und kann dann in den Zellkern translozieren, wo es ein Heterodimer mit 
einem kleinen Maf-Protein bildet (Itoh und Chiba et al. 1997). Der entstandene 
Komplex bindet an die Promotor-Sequenz des ARE. Dadurch kommt es dann 
zu einer hohen Transkriptionsaktivierung von ARE-regulierten Zielgenen, wel-
che antioxidative Enzyme kodieren. Zu diesen Enzymen zählen beispielsweise 
die Hämoxygenase-1 (HO1), die NAD(P)H:Chinon-Oxidoreduktase (NQO1) 
oder die Thioredoxinreduktase-1 (TXNRD1). Die Transkriptionsinduktion wird 
entscheidend durch Nrf2 gesteuert und reguliert (Kataoka und Handa et al. 
2001). 
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Abbildung 1-5: Der Nrf2-ARE-Signalweg 
Unter Stressbedingungen dissoziiert Nrf2 von Keap1. Nrf2 kann nun in den Zell-
kern einwandern. Hier kommt es dann zur Bildung eines Heterodimer mit einem 
Maf-Protein und zur Bindung an die Promotor-Sequenz des Antioxidant-
Response-Elements. Es folgt die Expression antioxidativer Enzyme wie zum Bei-
spiel HO1 oder NQO1. 
1.9 Stand der Forschung 
Positive Effekte von PRGF auf die Wundheilung sowie im Bereich der Fraktur-
heilung sind bereits mehrfach belegt. Mozzati et al. konnte 2012 eine signifikant 
verbesserte Heilung, sowie eine Reduktion der Wundhöhlenausdehnung bei 
Diabetes mellitus Patienten nach Zahnextraktionen unter dem Einsatz von PRP 
zeigen (Mozzati et al. 2012). 2013 konnten Fernández-Sarmiento et al. belegen, 
dass der Einsatz von PRGF bei der Abheilung von Achillessehnen mit einem 
beschleunigten Heilungsprozess einhergeht (Fernández-Sarmiento et al. 2013). 
Sarvajnamurthy berichtete 2013 über einen positiven Effekt auf die Ausheilung 
chronisch venöser Geschwüre unter der Verwendung von autologen PRP (Sar-
vajnamurthy et al. 2013). Auch in der Kosmetikindustrie und der plastischen 
Chirurgie kommt es bereits zur erfolgreichen Anwendung von PRP. 2013 be-
nutzen Miao et al. PRP zur Rekonstruktion von Haarfollikeln. Es konnte belegt 
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werden, dass PRP einen nennenswerten Effekt auf die Ausbildung neuer Haar-
follikeln hat (Miao et al. 2013). 2010 konnte eine Studie von Cho et al. zeigen, 
dass eine PRP-Injektion hautverjüngenden wirken kann. Durch den Einsatz von 
PRP konnte belegt werden, dass die Dermis bemerkenswert dicker ausfiel als 
in den Kontrollgruppen ohne PRP. Die Kollagen-Produktion sowie die Prolifera-
tion der Fibroblasten wurden außerdem unter PRP-Injektion gesteigert (Cho et 
al. 2011). Auch weitere Studien und Publikationen haben bereits einen mögli-
chen Einsatz von PRP erprobt. So zeigte Naik et al., dass eine zusätzliche 
Anwendung von PRP in der Parodontaltherapie zur Behandlung von Gingivare-
zessionen in Kombination mit einer Lappentechnik zu einer signifikante Verbes-
serung der Breite keratinisierter Gingiva führt (Naik et al. 2013). Sönmez et al. 
konnten 2013 in einer Studie an einem Mausmodell zeigen, dass PRP einen 
positiven Effekt auf die Angiogenese chirurgischer Wunden an Lappenplastiken 
besitzt (Sönmez et al. 2013). 
Der Wirkmechanismus einzelner von Thrombozyten freigesetzten Wachstums-
faktoren ist durch Studien ebenfalls belegt. So kann TGF-ß 3, eine Isoform von 
TGF-ß beispielweise zu einer Verringerung der Narbenbildung beitragen (Doug-
las 2010). PDGF wird hauptsächlich von Thrombozyten freigesetzt und spielt 
eine wichtige Rolle in der Knochen- und Sehnenheilung (De la Riva et al. 2010). 
Ein weiterer von Thrombozyten ausgeschütteter Wachstumsfaktor ist VEGF. 
Hier konnten Studien zeigen, dass eine exogene Gabe von VEGF zu einer 
Osteoblastenaktivierung führt (Street et al. 2002). 
PRGF bzw. PRP stellt jedoch ein Gemisch mehrerer Wachstumsfaktoren (z.B. 
EGF, TGF-ß, VEGF, PDGF) dar. In der vorliegenden Arbeit sollte daher der 
Effekt der Gesamtheit der in PRGF enthaltenen Wachstumsfaktoren auf Kera-
tinozyten auf zellulärer Ebene untersucht werden. 
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2 Zielsetzung  
In dieser Arbeit soll die Rolle der von Blutplättchen freigesetzten Wachstums-
faktoren (PRGF) auf die Aktivierung des antioxidance response element-ARE in 
Keratinozyten untersucht werden. Dazu werden in einer in vitro Studie die Ein-
flüsse von PRGF auf die Viabilität, die Proliferation, die Aktivierung von ARE 
und dessen Folgen sowie die Expression von antioxidativen Enzymen in Kera-
tinozyten ermittelt. Die humane Keratinozyten-Zelllinie HaCaT wird hierzu mit 
unterschiedlichen Konzentrationen PRGF stimuliert. Das PRGF wird von huma-
nen Thrombozyten-Konzentraten hergestellt. Die Einflüsse von PRGF auf die 
Zellviabilität und die Proliferation wird jeweils durch CTB-Assay und CyQuant®-
Assay untersucht. Die ARE-Aktivität wird durch Dual Luciferase-Assay ermittelt. 
Mittels Western Blots wird die Expression bestimmter antioxidativer Enzyme 
ermittelt. 
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3 Material 
3.1 Verbrauchsmaterialien 
Material Hersteller 
Eppendorfgefäße Eppendorf-Netheler-Hinze, Deutschland 
Falconröhrchen 15ml/50ml Greiner Bio-One International AG, 
Östereich 
Gewebekulturflaschen und -
schalen 
Greiner Bio-One International AG, 
Frinkenhausen, Östereich 
Objektträger Paul Marienfeld GmbH & Co. KG, Wertheim 
Pasteuerpipetten aus Glas Brand GmbH & Co. KG, Wertheim 
Petrischalen 10cm/6cm Greiner Bio-One International AG, 
Frineknhausen, Österreich 
Pipettenspitzen verschiedener 
Größen 
G.Kisker-Products for Biotechnologie, Steinfurt 
Polyvinylidenfluorid (PVDF)-
Membran 
Immobilon-P Transfer Membran, Millipore, 
Billerica, MA, USA 
Precelly-Röhrchen peQLab Biotechnologie, Erlangen 
Reaktionsgefäße 
verschiedener Größen 
Eppendorf-Netheler-Hinz, Hamburg 
Reinstwasser Milipore Corporation, USA 
Rotilabo®-Blottingpapier Carl Roth®, Karlsruhe 
Serologische Pipetten Vitaris, Baar, Schweiz 
Zentrifugenröhrchen Greiner, Frinkenhausen 
Zellschaber 24 cm Techno Plastic Products Trasadingen, 
Schweiz 
6-, 12- und 96-Well-Platten Greiner Bio-One International AG, 
Frinkenhausen, Östereich 
96-Well EIA/RIA Platten Costar®, Corning Incorporated, New York, 
USA 
 
Außerdem wurde das übliche Laborzubehör verwendet. 
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3.2 Geräte 
Geräte Hersteller 
Agarosegelkammer Sub Cell® GT, Bio-Rad, München, 
Deutschland 
CCD Camera (TEM) MORADA, Olympus, Münster, Deutsch-
land 
CO₂ Inkubator New Brunswick Scientific, USA 
FEI (PHILIPS) ESEM XL30 FEG Enviromental Scanning Electron Micro-
scope XL 30 Field Emission Gun, Philips, 
Niederlande 
Freezer Economic, Bosch, Reutlingen, Deutsch-
land 
Homogenisator Precellys® 24, Bertin Technologies, Frank-
reich 
Infinite M200 Tecan Infinite®  M200 
Luminometer GloMax®96 Microplate; Promega, Madi-
son/Wisconsin, USA 
Mikroskop DMIL Leica Microsystems GmbH, Wetzlar 
Nano Drop 1000 Spectro-
photometer 
peQLab Biotechnologie GmbH, Erlangen 
Neubauer Zählkammer Labor Optik, Friedrichsdorf 
Pipetten (Einkanal und Mehrkanal) Eppendorf, Hamburg 
Power PAC™ HC Bio-RAD Laboratories, München 
Power PAC™ 300 Bio-RAD Laboratories, München 
Rotilabo® Mini-Zentrifuge Carl Roth®, Karlsruhe 
Schüttler IKA M53 Basic IKA, Staufen, Deutschland 
SDS-PAGE Apparatur Mini PROTEAN ® Tetra Cell, Bio-Rad, 
München 
SDS-Page Apparatur Mini PROTEAN® Tetra Cell, Bio-Rad, 
München 
Sterilbank Holten LaminAir (Jouan GmbH, Unter-
haching, Deutschland) SterilGard II Type 
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Geräte Hersteller 
A/B3 
StepOnePlus™ Real-Time PCR Applied Biosystems, Inc. USA 
Thermomixer® compact Eppendorf-Netheler-Hinz, Hamburg 
Transmissionselektronenmikroskop Philips EM 400T; Philips, Niederlande 
WB-Blotkammer, Trans-Blot® SD 
Semi-Dry Transfer Cell 
Bio-RAD Laboratories, München 
UV/Visible Spectrophotometer 
Ultrospec 3100 pro 
GE Healthcare, München 
Vortexer Microspin FV-2400 (BioSan, Riga, 
Lettland) 
Waage (Laborwaage) BL 1500 Laborwaage 
Wasserbad AquaLine AL 25 (Lauda, Lauda-
Königshofen, Deutschland) 
Zentrifuge, Centrifuge 5417 R Eppendorf, Hamburg, Deutschland 
Zentrifugen  UNIVERSAL 32R; Hettich, Schweiz 
 
3.3 Chemikalien 
3.3.1 Zellkulturmedien und Zusätze 
Medium/Zusatz Information 
DMEM Sigma-Aldrich, Steinheim 
Fötales Kälberserum (FKS) GIBCO ® Invitrogen GmbH, Darmstadt 
jetPRIME TM Polyplus-transfection SA, Frankreich 
PBS Sigma-Aldrich, Steinheim 
PeSt Sigma-Aldrich, Steinheim 
Trypanblau  Fluka Analytical, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 
UK 
Trypsin (5% Trypsin-EDTA 
10x) 
GIBCO ® Invitrogen GmbH, Darmstadt 
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3.3.2 Diverse Materialien 
Materialien Information 
Passive Lysis Buffer Promega Corporation, Madison, USA 
Random Hexamer Fermentas GmbH, St. Leon-Rot 
Reverse Transkriptase Fermentas GmbH, St. Leon-Rot 
SYBR ® Green PCR Master 
Mix 
Applied Biosystems Inc., USA 
 
3.3.3 Chemikalien 
Chemikalien Information 
Acrylamid Carl Roth®, Karlsruhe 
Adenosine 5´-triphosphate 
disodium 
Sigma-Aldrich, Steinheim 
ß-Mercaptoethanol MERK, Darmstadt 
Bromphenolblau Fluka, Schweiz 
Chloroform Carl Roth GmbH, Karlsruhe 
Coelenterazine 1 mg/ml in 
EtOH 
Fluka, Schweiz 
Dithiothreitol DTT Sigma-Aldrich, Steinheim 
Glycerin Serva, Heidelberg 
Ethanol KMF Laborchemie, Lohmar 
Glykogen Sigma Aldrich, Steinheim 
Isopropanol MERCK, Darmstadt 
Kaliumchlorid KCl 99,5% ACS, ISO, Carl Roth GmbH, Karlsruhe 
Kaliumdihydrogenphosphat 
KH2PO4 
MERK, Darmstadt 
Methanol Carl Roth GmbH, Karlsruhe 
Milchpulver Carl Roth GmbH, Karlsruhe 
Natriumchlorid Carl Roth GmbH, Karlsruhe 
Rinderserumalbumin (BSA) Serva GmbH, Heidelberg 
Sodiumdodecylsulfat (SDS) Carl Roth®, Karlsruhe 
Spectra TM Multicolor Broad Protein Ladder, Fermentas GmbH, St.Leon-
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Range Rot 
Tetramethylethylendiamin 
(TEMED) 
Carl Roth®, Karlsruhe 
Thrombin Sigma-Aldrich, Steinheim 
Tris-(hydroxymethyl)-
aminoethan (Tris) 
Carl Roth®, Karlsruhe 
Tween 20 Serva Electrophoresis, Heidelberg 
 
3.3.4 Gebrauchsfertige Kits 
Kits Information 
Cell Titer-Blue®  Cell Viability Assay (Promega Corporation, 
USA) 
CyQuant Cell Proliferation 
Assay 
Invitrogen GmbH, Darmstadt 
peqGOLD TriFast Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen 
 
3.3.5 Lösungen und Puffer 
Puffer Zusammensetzung 
CaCl2 -Puffer 50mM CaCl2 in dest. Wasser 
Luminometer Puffer 1 200 mM Tris-HCl, 15 mM MgSO4, EDTA, 25 
mM Dithiothreitol DTT, 1 mM ATP, pH 8, 0,2 
mM Coenzym A, 0,2 mM Luciferin 
Luminometer Puffer 2 25 mM Na4PPi, 10 mM NaAc, 15 mM EDTA, 
500 mM Na2SO4, 500 mM NaCl, pH 5, 0,05 
mM Benzothiazol, 0,004 mM Benzyl Coelen-
terazin 
TBST Puffer 20 mM Tris, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 0,1% 
(v/v) Tween-20 in 5 L H2O bidest 
SDS-Probenpuffer 5% ß-Mercaptoethanol, 10% SDS, 20% Glyc-
erin, 0,1% Bromphenolblau, 125mM Tris-HCl 
in 10 ml H2O bidest 
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Laufpuffer/Elektrodenpuffer 25mM Tris, 200mM Glycin, 10% SDS, 20% 
Methanol in 5 L H2O bidest 
Transferpuffer 50 mM Tris, 40mM Glycin, 0,1% (v/v) 10% 
SDS, 25% (v/v) Methanol in 5 L H2O bidest 
 
3.3.6 Verwendete Primer 
Primer Sequenz Amplifikat Hersteller 
HO-1 for: CAG TGC CAC CAA GTT CAA 
GC 
rev: GTT GAG GAG GAA CGC AGT 
CTT 
112 bp MWG, 
Ebersberg, 
Deutschland 
NQO-1 for: GGT TTG AGC GAG TGT TCA 
TAG G 
rev: GCA GAG AGT ACA TGG AGC 
CAC 
129 bp MWG, 
Ebersberg, 
Deutschland 
Nrf-2 for: TCCAGTCAGAAACCAGTGGAT 
rev: GAATGTCTGCGCCAAAAGCTG 
 MWG, 
Ebersberg, 
Deutschland 
 
3.3.7 Antikörper 
3.3.7.1 Verwendete Primärantikörper 
Spezifität Ansatz Spezies Verdünnung Hersteller 
ß-Actin WB Maus 1:500; 5% 
Milchpulver 
in TBST 
Santa Cruz, 
Heidelberg 
Histone 3 WB Kaninchen 1:1.000; 5% 
Milchpulver 
Cell signaling 
USA 
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in TBST 
HO-1 WB Maus 1:250; 5% 
Milchpulver 
in TBST 
Abcam, 
Cambridge,UK 
NQO1 WB Maus 1:500; 5% 
Milchpulver 
in TBST 
Abcam, 
Cambridge,UK 
Nrf-2 WB Maus 1:250; 5% 
Milchpulver 
in TBST 
Abcam, 
Cambridge,UK 
 
3.3.7.2 Verwendete Sekundärantikörper 
Spezifität Ansatz Spezies Verdünnung Detektion Hersteller 
Kaninchen WB Ziege 1:10.000; 
TBST 
HRP Cell Sig-
naling; 
USA 
Maus WB Ziege 1:20.000; 
TBST 
POD Sigma 
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4.1 Votum der Ethikkommission 
Die Studie ist von der Ethikkommission der RTWH Aachen genehmigt worden 
(EK 116/10). Es lag eine schriftliche Einwilligungserklärung von allen Blutspen-
dern vor. Bei allen Probanden wurden die Thrombozytenkonzentrate als Unter-
suchungsmaterial genutzt. Im Rahmen der Studie wurden die Patienten ano-
nymisiert. 
4.2 Zellkultur 
4.2.1 Kultivierung der Zelllinie HaCat 
Bei den verwendeten Zellen handelt es sich um eine immortalisierte, humane 
Keratinozytenzelllinie (HaCat-Zellen). Diese epitheliale Zelllinie wird als Ersatz 
für native humane Keratinozyten verwendet. Sie besitzt ein annähernd gleiches 
Differenzierungspotential wie humane Keratinozyten (Seo et al. 2001). 
Die HaCaT-Zellen werden in einem Nährmedium, bestehend aus Dulbecco's 
Modified Eagle's Medium (DMEM), 10 % fötalen Kälberserum (FKS) und 1 % 
Penicillin-Streptomycin (PeSt) kultiviert. Für die Kultivierung dienen 75 cm2 
Gewebekulturflaschen, welche mit 10 ml Vollmedium und 1 bis 2 Millionen 
Zellen gefüllt werden. Die Zellen wachsen adhärent auf dem Boden der 
Kulturflaschen. 
Der Mediumwechsel erfolgt alle zwei bis drei Tage. Dabei wird das alte Medium 
mit Hilfe einer Pipette unter sterilen Bedingungen entfernt und neues, auf 37 °C 
vorgewärmtes Nährmedium hinzugegeben. Vor der Zugabe des neuen 
Nährmediums werden die Zellen mit PBS gewaschen.  
Die Kultivierung der Zellen vollzieht sich in einem Inkubator mit einer 
Temperatur von 37 °C und einer Atmosphäre aus 5 % Kohlenstoff-Dioxid und 
21 % Sauerstoff und 95 % gesättigter Wasserstoffatmosphäre (Hera Cell 150; 
Thermo Fischer und CO₂ Inkubator; New Brunswick). 
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Abbildung 4-1: HaCaT-Zellen 
 
4.2.2 Passagieren 
Um die am Boden haftenden HaCat-Zellen von der Gewebekulturflasche zu 
lösen, wird zunächst das alte Medium mittels einer Pipette entfernt. Dann erfolgt 
ein Waschschritt mit PBS, um Reste des FKS auszuwaschen. Anschließend 
werden die Zellen mit einer Lösung von 1 mL PBS-Puffer und 0,05 %-igem 
Trypsin/EDTA versetzt und für ca. 2-3 Minuten bei 37 °C inkubiert. Das Trypsin 
sollte nicht viel länger auf den Zellen belassen werden, da es sonst zu 
Zellschädigungen kommen kann. Das Ablösen der Zellen wird unter einem 
Lichtmikroskop kontrolliert. Nun wird Kulturmedium auf die Zellen  aufgebracht 
und das Zell-Trypsin-Medium-Gemisch in ein Zentrifugationsröhrchen überführt. 
Das im Kulturmedium enthaltene FKS dient dabei als Inhibitor für das Trypsin. 
Die Zentrifugation erfolgt für 5 Minuten bei 270 x g. Das so entstandene 
Zellpellet wird dann zur Lebendzellzahl-Bestimmung mit 5 ml Vollmedium 
versetzt und resuspendiert. Danach erfolgt die Aufteilung einer bestimmten 
Anzahl der HaCat-Zellen in neue Gewebekulturflaschen. 
4.2.3 Bestimmung der Lebendzellzahl 
Zur Bestimmung der Lebendzellzahl dienen der Kammerzähltest und eine 
Neubauer-Zählkammer. Diese Zählkammer besitzt vier Großquadrate, wobei 
jedes ein Volumen von 0,1 µl aufweist. Die Großquadrate sind nochmal in je 16 
kleinere Quadrate aufgeteilt.  
Nachdem die Zellen passagiert wurden, vermengt man 10 µl der Zellsuspension 
mit der gleichen Menge Trypan-Blau und resuspendiert das Gemisch. Trypan-
HaCaT-Zellen 40x Vergrößerung (HE-Färbung) 
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Blau färbt die Zellen an, deren Zellmembran nicht mehr intakt ist, so kann man 
lebende Zellen von abgestorbenen Zellen unterscheiden. Die lebenden Zellen 
erscheinen leuchtend hell im Mikroskop. 
Die mit Trypan-Blau versetzte Zellsuspension wird dann auf die Neubauer-
Zählkammer gegeben. Dann werden die lebenden Zellen innerhalb der 4 
Großquadrate bei 100-facher Vergrößerung gezählt. Zellen die auf den 
Außenrändern der Quadrate liegen werden nur mitgezählt, wenn sie auf dem 
unteren oder dem rechten Rand liegen („including lines“). Zellen auf dem 
oberen und dem linken Rand („excluding lines“) werden nicht mitgezählt. 
Für die genaue Berechnung der Lebendzellzahl pro ml der Suspension wird nun 
der Mittelwert aus der Zählung der vier Quadrate gebildet. Dieser wird dann mit 
10⁴ multipliziert. Auch die Verdünnung von 1:2 wird mit einbezogen: 
𝐴𝑛𝑧𝑎ℎ𝑙 𝑑𝑒𝑟 𝑍𝑒𝑙𝑙𝑒𝑛 𝑝𝑟𝑜 𝑚𝑙 = (
𝑔𝑒𝑧äℎ𝑙𝑡𝑒 𝑍𝑒𝑙𝑙𝑒𝑛
4
) × 104 × 𝑒𝑖𝑛𝑔𝑒𝑠𝑒𝑡𝑧𝑡𝑒 𝑉𝑒𝑟𝑑ü𝑛𝑛𝑢𝑛𝑔 
𝐺𝑒𝑠𝑎𝑚𝑡𝑧𝑒𝑙𝑙𝑧𝑎ℎ𝑙 = 𝑍𝑒𝑙𝑙𝑎𝑛𝑧𝑎ℎ𝑙 𝑝𝑟𝑜 𝑚𝑙 × 𝑉𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒𝑛 𝑑𝑒𝑟 𝑍𝑒𝑙𝑙𝑠𝑢𝑠𝑝𝑒𝑛𝑠𝑖𝑜𝑛 𝑖𝑛 𝑚𝑙 
Die Bestimmung der Zellzahl ist wichtig, um eine definierte Zellmenge in den 
Versuchen einsetzten zu können. Außerdem ist es so möglich, die Versuche 
reproduzierbar zu gestalten. 
4.2.4 Einfrieren und Auftauen der HaCat-Zellen 
Die verwendeten HaCat- und HaCat-ARE-Zellen wurden im eingeforenen 
Zustand zur Verfügung gestellt. Die Aufbewahrung erfolgte in einem 
Stickstofflager bei –196 C°. Damit die Zellen für die Versuche verwendet 
werden können, müssen diese zunächst aufgetaut werden. 
Das Auftauen muss schnell vollzogen werden. Daher werden die 
Kryokonserven nach der Entnahme aus dem Stickstofftank kurz in 37 °C 
warmes Wasser gestellt. Die dann aufgetauten Zellen werden in ein 15 ml 
großes Falkonröhrchen überführt, mit 10 ml Medium versetzt und bei 270 x g für 
drei Minuten zentrifugiert. Dieser Schritt dient der Entfernung des 
Dimethylsulfoxid (DMSO). Der Überstand wird mittels einer Pipette entfernt. 
Das Zellpellet wird dann mit neuem Nährmedium resuspendiert und auf neue 
Gewebekulturflaschen zu Kultivierung verteilt.  
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Zum Einfrieren der Zellen, werden die Zellen trypsinisiert und die 
Lebendzellzahl bestimmt. 1,5 bis 2 Mio Zellen werden je Röhrchen eingefroren. 
Die Zellen werden mit 2 ml Medium und 10 % DMSO versetzt, resuspendiert 
und in ein Gefrierröhrchen überführt. Das DMSO verhindert die Kristallbildung 
innerhalb der Zellen (Boxberger 2006). Der Einfrierprozess sollte langsam 
vorangehen, weshalb die Zellen zunächst in einem Einfrierboy gelagert werden. 
Dieser wird über Nacht bei -70 °C aufbewahrt, wodurch es zur Abkühlung um 
ein Grad Celsius pro Minute kommt. Am darauffolgenden Tag werden die Zellen 
in ein Stickstofflager (-196 °C) überführt. 
4.2.5 Herstellung von PRGF 
Für die Herstellung des Stimulans PRGF werden zunächst 2ml 
Thrombozytenkonzentrat (1 x 10⁹ Plättchen pro ml) bei 30 °C und 2000 x g für 
10 Minuten zentrifugiert. Das Konzentrat ist eine Spende der Blutbank der 
RWTH Aachen. Das durch die Zentrifugation entstandene überstehende 
Plasma wird mittels einer Pipette abgenommen. Es stellt das Plättchenarme 
Plasma dar. Dann werden die Zellen mit Natriumcitartpuffer gewaschen. Der 
Puffer hat einen pH-Wert von 5,5 und verhindert eine Aktivierung der 
Thrombozyten. Zwischen jedem Waschschritt werden die Zellen erneut 
zentrifugiert und der Überstand abgesaugt. Nach dem letzten Waschschritt, 
wird das Zellpellet mit 1ml DMEM versetzt und resuspendiert. 
Um die Thrombozyten dann zu aktivieren, müssen diese mit einem 2,5 mM 
Aktivator, bestehend aus Calciumchlorid (CaCl₂) und Thrombin, versetzt 
werden. Das Gemisch wird dann 30 Minuten bei 37 °C ins Wasserbad gestellt 
und anschließend bei -20 °C eingefroren. Die Aktivierung der Thrombozyten 
führt zur Freisetzung von Wachstumsfaktoren, Peptiden und Proteinen aus 
Thrombozyten. Außerdem kommt es zu einer Veränderung der 
Thrombozytenmorphologie durch die Aktivierung. Im inaktiven Zustand besitzen 
die Thrombozyten eine discoidale Struktur. Nach der Aktivierung kommt es zu 
einer Oberflächenvergrößerung der Thrombozyten. Es werden Pseudopodien 
ausgebildet und es entstehen sphärische Zellkörper (siehe Abbildung 1-3). Um 
PRGF zur Stimulation von Zellkulturen zu verwenden, müssen zunächst noch 
die Zellbestandteile entfernt werden. Dazu wird das PRGF bei 18.000 x g für 1 
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Minute zentrifugiert. Der Überstand kann dann zur Stimulation verwendet 
werden. 
4.2.6 Stimulation der HaCat-Zellen mit PRGF 
Die Zellen wurden vor der Stimulation 24 Stunden in dem Nährmedium kulti-
viert. Anschließend wurde das Nährmedium durch ein FKS-reduziertes Medium 
(=Hungermedium) ersetzt. So konnte eine weitere Proliferation der Zellen ver-
hindert werden. Die Zellen wurden bis zu 12 Stunden in dem Hungermedium 
weiter kultiviert. In den Versuchen wurden die Zellen im weiteren Verlauf unter 
Zugabe von verschiedenen PRGF-Konzentrationen zum Medium stimuliert. In 
jedem Versuch wurden Zellen ohne PRGF-Stimulation und unter den gleichen 
Kultivierungsbedingungen als Kontrollgruppe verwendet. 
4.2.7 CyQuant Zellproliferation-Assay 
Mit Hilfe des CyQuant®-assay wurde die Zellzahl ermittelt. Das Prinzip beruht 
auf einer hoch sensitiven Messung der Gesamt-DNA nach erfolgter Zelllyse 
durch einen Fluoreszenzfarbstoff (CyQuant® GR dye). Zunächst wurden die 
Zellen in einer 96-Well-Platte kultiviert. Dann erfolgte die Behandlung der Zellen 
mit dem Reagenz. Zuvor wurde das Medium aus den 96-Well-Platten entfernt 
und die Zellen mit PBS gewaschen. Um die Lyse der Zellen zu optimieren, 
wurden die Platten außerdem bei -70 °C gelagert. Das Reagenz (CyQuant GR 
Working Solution) bestand aus einer Mischung des mit destilliertem Wasser 20-
fach verdünnten Lysepuffer (Cell lysis Buffer Stock Solution) und dem darin 
400-fach verdünnten Fluoreszenzfarbstoff. Nach dem Auftauen der Zellen wur-
den pro Well 200 µl der Lösung hinzu pipettiert. Die Zugabe dieser Lösung führt 
zur Lyse der Zellen und damit zur Freisetzung der DNA. Durch Bindung des 
Fluoreszenzfarbstoffes an die Nukleinsäuren kommt es zur Ausbildung eines 
Farbstoff-DNA-Komplexes, der bei einer Extension von 480 nm zu einer Emis-
sion von 520 nm messbar ist. Durch ein Fluorometer erfolgt dann die quantitati-
ve Detektion der Lichtemission. Die gemessene Fluoreszenz korreliert linear mit 
der Zellzahl in einem Bereich von 50 – 50.000 Zellen. 
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4.2.8 Cell Titer-Blue Zellviabilität-Assay 
Der verwendete Assay diente zu Bestimmung der Zellviabilität nach Stimulation 
mit unterschiedlichen Konzentrationen an FKS bzw. PRGF. So sollte eine ge-
eignete Konzentration an Additiven bestimmt werden, um die nachfolgenden 
Experimente durchführen zu können. Das verwendete Reagenz enthält den 
blauen Farbstoff Resazurin, welcher von metabolisch aktiven Zellen zu dem 
stark fluoreszierenden, pinken Farbstoff Resorufin umgewandelt wird (siehe 
Abbildung 4-2). Bei sterbenden Zellen geht die metabolische Aktivität innerhalb 
kurzer Zeit verloren. Dadurch waren das Fluoreszenzsignal sowie der Farbum-
schlag proportional zur Anzahl der aktiven, vitalen Zellen.  
 
Abbildung 4-2 Umsetzung von Resazurin zu Resorufin 
 
Es wurden zunächst 10.000 Zellen pro Well in einer 96-Well-Platte für 24 h 
kultiviert. Nach Ablauf der 24 h wurde das Medium aus den 96-Well-Platten 
entfernt. Dann erfolgte die Stimulation der Zellen mit einem Medium, welches 
unterschiedliche Konzentrationen FKS enthielt. Die Stimulationszeiten betrugen 
3 h, 6 h, 18 h, 24 h und 48 h mit Konzentrationen von 0 %, 1 % und 10 % FKS. 
So sollte ein optimales Hungermedium für die Zellen ermittelt werden, wobei es 
zu keiner Proliferation bei gleichzeitig guter Zellviabilität kommt. Als Hinter-
grundkontrolle wurden immer je zwei zellfreie Wells mit dem Reagenz versetzt. 
Nach Ablauf der Stimulationszeit wurde das Medium entfernt und die Zellen mit 
je 72 µl des Cell-Titer-Blue ® Reagenz pro Well versetzt. Das Reagenz wurde 
zuvor in einem Verhältnis von 1:6 mit DMEM-Medium verdünnt. Die Messung 
des fluorometrischen Signals erfolgte nach einer weiteren Inkubationszeit von 
30 min, 120 min, 180 min, 240 min und 270 min durch den Infinite ® M200. Zur 
Auswertung wurde der optimale Zeitpunkt ausgesucht. Mit Hilfe folgender For-
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mel wurde die relative Zellviabilität berechnet, wobei der Leerwert von den 
Rohdaten subtrahiert wurde (=Wtats): 
𝑍𝑒𝑙𝑙𝑣𝑖𝑎𝑏𝑖𝑙𝑖𝑡ä𝑡𝑟𝑒𝑙𝑎𝑡𝑖𝑣 =
𝑊𝑡𝑎𝑡𝑠.𝐵𝑒ℎ𝑎𝑛𝑑𝑒𝑙𝑡𝑒 𝑍𝑒𝑙𝑙𝑒𝑛
𝑊𝑡𝑎𝑡𝑠.𝐾𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑙𝑔𝑟𝑢𝑝𝑝𝑒
 
Es erfolgte außerdem eine Stimulation der HaCaT-Zellen mit unterschiedlichen 
Konzentrationen an PRGF bei gleichbleibender FKS-Konzentration von 1 %. 
Die Stimulationszeit betrug 24 h. Die PRGF-Konzentrationen waren 0 %, 2,5 %, 
5 %, 7,5 %, 10 % und 20 %. 
4.2.9 Transiente Transfektion von Zellen 
jetPRIMETM 
Für die transiente Transfektion (=zeitweiliges Einbringen des Plasmids in die 
Wirtszelle) der HaCaT-Zellen diente das Transfektionsreagenz jetPRIMETM 
(Polyplus). Das Reagenz enthält positiv geladene Aminogruppen. Diese um-
schließen die negativ geladene DNA und erleichtern so die Passage durch die 
Zellmembran. Der DNA-jetPRIMETM-Komplex bindet an negativ geladene Prote-
ine und Glykoproteine eukaryotischer Zellen. Dadurch wird die Endozytose in 
ein von einer einschichtigen Membran umhülltes Lysosom ermöglicht. Eine pH-
Werterhöhung des Lysosomen-Kompartiments, welche durch das alkalische 
jetPRIMETM-Reagenz bei einem pH-Wert größer 5 erreicht wird, inhibiert die 
lysosomale Nuklease.  
Es wurden 1,5 Mio HaCaT-Zellen in einer 10 cm Petri-Schalen in Kulturmedium 
ausgesät. Nach 24 h Inkubationszeit wurde so eine Zellkonfluenz von 70 % 
erreicht. Plasmid-DNA wurde dann mit jetPRIMETM-Puffer versetzt und 10 sec 
gefortext. Dann wurde das jetPRIMETM Transfektionsreagenz hinzu gegeben. 
Es erfolgte ein erneutes Durchmischen der Lösung und eine anschließende 10 
minütige Inkubation bei RT. Das Kulturmedium wurde vorsichtig aus den Petri-
Schalen entfernt und durch neues, FKS-freies Kulturmedium sowie 500 µl 
Transfektionslösung ersetzt. Nach 6 Stunden Inkubation der HaCaT-Zellen 
unter Kulturbedingungen wurde das Medium durch Vollmedium ersetzt. 
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4.2.10 Stabile Transfektion 
Für die stabile Integration von pGL4.20[luc2/Puro]-ARE in HaCaT-Zellen, wur-
den 3 x 106 Zellen einer Kultur, welche eine Konfluenz von ca. 80 % aufwiesen, 
in zwei 25 cm2-Zellkulturflaschen verteilt. Die verwendeten Plasmide wurden 
vor der stabilen Transfektion mit dem Restriktionsenzym ApaL1 (NEB) gezielt 
linearisiert. Für dieses Enzym besitzt das Plasmid nur eine Schnittstelle, welche 
im OriC (origin of replication) liegt und keinerlei Auswirkungen auf die Zelle hat, 
da der OriC für die Replikation des Plasmids im Bakterium E. coli dient. Zwei 
Stunden nach dem Aussäen der HaCaT-Zellen in die Zellkulturflaschen, wurden 
die Zellen mit 10 µg des zuvor linearisierten Plasmids nach dem jetPRIMETM 
Protokoll transfiziert (Reagenz [µl] /Plasmid [µg] = 2:1). Die Zellen der zweiten 
Zellkulturflasche wurden nicht transfiziert. Sie sollten als Wirkungskontrolle des 
Selektionsantibiotikums dienen. Das Transfektionsreagenz wurde dann nach 
sechs Stunden durch ein normales Nährmedium ersetzt. Es folgte eine Kultivie-
rung der Zellen für weitere 72 Stunden. Anschließend kam es zur Selektion der 
Zellen mit verschiedenen Konzentrationen des Antibiotikums Puromycin (Kon-
zentrationen des Antibiotikums: 0,25 µg/ml; 0,5 µg/ml; 1 µg/ml). Bei stabil trans-
fizierten HaCaT-Zellen sollte wegen der Aktivität der auf dem Plasmid kodierten 
Puromycin N-Acetyltransferase eine Resistenz gegen das Antibiotikum vorlie-
gen. Diese Zellen sollten demnach überleben und weiter proliferieren. Die Zel-
len der Kontrollansätze wurden ebenfalls mit dem Antibiotikum versetzt. Da die 
Kontrollen keine Resistenz besitzen, starben die Zellen nach einer gewissen 
Zeit ab. Die stabil transfizierten HaCaT-ARE Zellen wurden dann mit Vollmedi-
um und 0,25 µg/ml Puromycin weiter kultiviert und für die Versuche verwendet 
(Fragoulis A 2010).  
Die stabil transfizierten HaCaT-ARE Zellen wurden freundlicherweise von Dipl.-
Biol. Athanassios Fragoulis (Institut für Anatomie und Zellbiologie der RWTH 
Aachen) zur Verfügung gestellt. 
4.2.11 Stimulation der transfizierten Zellen 
Die transfizierten Zellen wurden auf einer 96-Well-Platte ausgesät und für 24 h 
kultiviert. Die Dichte der Zellen lag bei 104 Zellen pro Well. Nach Ablauf der 24 
h wurde das Medium entfernt und durch ein Hungermedium erstezt. Nach 
weiteren 24 h wurden die Zellen mit unterschiedlichen Konzentration PRGF für 
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3 h und 6 h stimuliert (0%- 20%). Anschließend erfolgte ein Waschschritt mit 
PBS. Der Passive Lysis Buffer (Promega) wurde 1:5 mit destiliertem Wasser 
gemischt und gefortext. Dann wurde pro Well 60 µl des Passive Lysis Buffer 
hinzupipettiert. Die 96-Well-Platten wurden nun für 20 Minuten bei RT auf 
einem Schüttler inkubiert und anschließend bei -20 °C gelagert.  
4.2.12 Dual Luciferase Reporter-Assay 
Zur Quantifizierung der ARE-Promotor-Aktivität erfolgte eine Messung der Luci-
ferase-Aktivität der stimulierten pGL4-ARE transfizierten HaCaT-Zellen mit Hilfe 
des Dual Luciferase ® Reporter Assay System von Promega. Dieses System 
verwendet die Luciferase des Leuchtkäfers Photinus pyralis und die Luciferase 
des Renilla reniformis, wodurch die Analyse der Reportergenexpression in 
eukaryotischen Zellen sowie die Quantifizierung beider Reportergene gleichzei-
tig und in nur einem Ansatz möglich ist. 
Die Aktivität der Photinus-Luciferase und der Renilla-Luciferase wurden nachei-
nander durch Zugabe verschiedener Puffer-Lösungen bestimmt. Mit Hilfe der 
angesetzten P/Rluc-A-Lösung wurde die Aktivität der Photinus-Luciferase ge-
messen. Durch Zugabe der angesetzten P/Rluc-B-Lösung konnte das Renilla-
Luciferase Signal erfasst werden. Die Messung erfolgte in einer weißen 96-
Well-Platte im GLOMAX TM 96 Microplate Luminometer. Pro Well wurden 50 µl 
P/Rluc-A-Lösung hinzu injiziert, wodurch es zu einer Lichtemission mit einer 
Wellenlänge von 562 nm kommt, welche im Luminometer gemessen wurde. Die 
Lichtemission ist proportional zur Luciferasemenge und kann als Maß für die 
ARE-Promotor-Aktivität angenommen werden (Lottspeich und Engels 2006). Im 
Anschluss erfolgte die Zugabe von ebenfalls 50 µl der Lösung P/Rluc-B pro 
Well. Dadurch kam es zu einer Lichtemission mit einer Wellenlänge von 466 
nm, welche ebenfalls gemessen wurde. Um eine Normalisierung der Ergebnis-
se zu erzielen, wurde das Verhältnis zwischen den Lumineszenzsignalen der 
Firefly- und der Renilla-Luciferase gebildet.  
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4.3 Proteinbiochemische und molekularbiologische Methoden 
4.3.1 Trennung von Kern- und Zytosolproteinen nach abcam 
Zunächst wurden 1 Mio HaCaT-Zellen in einer 10 cm Petri-Schale ausgesät. 
Nach Ablauf der Stimulationszeit von 6 h wurden die Zellen mit PBS gewa-
schen. Die Petrischale wurde mit 400 µl Puffer A (siehe Tabelle 4-1) versetzt 
und für 10 Minuten auf Eis inkubiert. Dann wurden die Zellen mit Hilfe eines 
Zellschabers aus der Petrischale gelöst, in ein 1,5 ml Reaktionsgefäß überführt 
und erneut für 10 Minuten auf Eis inkubiert. Anschließend wurden die Proben 
für 10 Minuten bei 950 x g und 4 °C pelletiert. Der so entstandene Überstand 
wurde vorsichtig abgenommen, in ein neues Reaktionsgefäß überführt und bei -
20 °C gelagert. Der Überstand enthielt die Proteine des Zytosols. Das entstan-
dene Pellet wurde auf Eis gelagert und mit 187 µl Puffer B (siehe Tabelle 4-2) 
resuspendiert und mit 13 µl 4,6 M Natriumchlorid (NaCl) versetzt. Die gelösten 
Proben wurden jeweils in CK-14 Precelly-Röhrchen überführt. Es erfolgte eine 
Homogenisierung durch den Precellys 24 Homogenisator bei 5000 rpm für 5 
Sekunden. Die Proben wurden für 30 Minuten erneut auf Eis inkubiert und an-
schließend für 20 Minuten bei 24.000 x g und 4 °C zentrifugiert. Der Überstand, 
welcher die Kernproteine enthielt, wurde abgenommen und bei -20 °C gelagert. 
Während des gesamten Vorgehens wurden die Proben auf Eis gelagert und 
verarbeitet. 
 
Tabelle 4-1 Zusammensetzung Puffer A 
Zusammensetzung Puffer A: 
HEPES (pH 7,9) 10 mM 
KCl 10 mM 
Dithiothreitol (DTT) 1 mM 
Phenyl-Methan-Sulfonamid (PMSF) 0,5 mM 
Aprotinin 10 mg/ml 
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Tabelle 4-2 Zusammensetzung Puffer B 
Zusammensetzung Puffer B 
HEPES (pH 7,9) 10 mM 
NaCl 0,4 M 
EDTA 0,2 mM 
Dithiothreitol (DTT) 1 mM 
Phenyl-Methan-Sulfonamid (PMSF) 0,5 mM 
Aprotinin 10 mg/ml 
 
4.3.2 Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford 
Bei der Bradford-Methode (1976) ist eine Bestimmung der Proteinkonzentration 
zwischen 0,05 – 0,5 µg/ml möglich. Hierzu wurden 200 µl der Bio-Rad Protein 
Assay Lösung mit 790 µl destilliertem Wasser verdünnt und zu je 10 µl Probe 
gegeben und gemischt. Es erfolgte eine Inkubation bei RT für 20 Minuten. Die 
Messung erfolgte anschließend im Photometer bei 595 nm. Außerdem wurde 
ein Vergleichswert mit destilliertem Wasser gemessen. Die Konzentrationser-
mittlung der Proteine erfolgte mittels einer Standardgeraden. 
4.3.3 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese  
Nachdem der Proteingehalt der Proben bestimmt wurde, konnte eine definierte 
Menge an Proteinen (5±1 µg Kernproteine und 10±2 µg Zytosolproteine pro 
Reihe) mit Probenpuffer (siehe 3.3.5) verdünnt werden. Das Gemisch wurde bei 
95 °C für 5 Minuten denaturiert. Die Proben wurden dann auf ein 12,5 %iges 
SDS-Polyacrylamidgel aufgetragen. Über das Gel wurde zuvor eine Schicht 
Sammelgel zum Einwandern der Proteine gegossen. Das Probenvolumen ent-
sprach 15 µl. Die erste Tasche wurde stets mit 7 µl Proteinmarker versetzt. Die 
Platten wurden in die vertikale Elektrophoresekammer eingespannt, die Kam-
mer wurde mit Laufpuffer (siehe 3.3.5) aufgefüllt und es wurde eine Spannung 
von zunächst 60 V für 10 Minuten angelegt. Dabei kam es zum Einwandern der 
Proben in das Sammelgel. Die Trennung der Proteine erfolgte anschließend 
entsprechend ihrem Molekulargewicht bei 180 V für 30-45 Minuten.  
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Tabelle 4-3 Zusammensetzung der Polyacrylamidgele für SDS-PAGE (Angaben/Gel) 
 Sammelgel 4,5 % Trenngel 12,5 % 
Gelpuffer I pH 8,8  1250 µl 
Gelpuffer II pH 6,8 1300 µl  
Acrylamid 30% 835 µl 2085 µl 
APS 10 % 30 µl 30 µl 
Temed 15 µl 15 µl 
H2O bidest 2895 µl 1645 µl 
4.3.4 Western Blot-Analyse 
Die Western Blot-Analyse diente einer quantitativen Darstellung der Transloka-
tion von Nrf2 in den Zellkern und einem qualitativen Nachweis der Expression 
der ARE-Ziel-Proteine im Zytosol der Zellen nach PRGF-Behandlung. 
Im Anschluss an die SDS-Page wurden die Proteine mit Hilfe einer Blot-
Kammer (Bio-Rad) auf eine Polyvinylidenfluorid (PVDF) Membran übertragen. 
Die PVDF-Membran musste dazu vor dem Transfer eine Minute mit Methanol 
aktiviert und anschließend für 10 Minuten in Transferpuffer (siehe 3.3.5) gela-
gert werden. Innerhalb der Kammer erfolgte eine Schichtung. Auf die Anoden-
platte wurde ein in Transferpuffer eingeweichtes Stück Rotilabo®-Blottingpapier 
gelegt. Darauf wurde die aktivierte PVDF-Membran geschichtet. Anschließend 
folgte das Polyacrylamid-Gel der SDS-Page und darüber wurden zwei weitere 
in Transferpuffer eingeweichte Stücke Rotilabo®-Blottingpapiere gelagert. Der 
Kathodendeckel wurde aufgesetzt. Für 50-60 Minuten wurde eine konstante 
Stromstärke von 560 mA angelegt. Anschließend erfolgte eine Blockierung der 
freien Bindungsstellen auf der Membran durch Einlegen der Membran in Block-
puffer für 60 Minuten. 
Die Inkubation mit einem Primärantikörper erfolgte unter Luftabschluss über 
Nacht bei 4 °C. Die Antikörperlösung wurde von der Membran entfernt. Die 
Membran wurde vier Mal für 10 Minuten in TBST gewaschen, so dass nicht 
gebundene Antikörper entfernt wurden. Die Membran wurde anschließend für 
60 Minuten mit dem Meerrettichperoxidase (HRP)-konjugierten Sekundäranti-
körper inkubiert, welcher gegen die Spezies des Primärantikörpers gerichtet ist. 
So ist die Detektion des Antigen-Antikörper-Komplexes mit einem verstärkten 
Chemilumineszenz-System möglich. Nach Ablauf der 60 Minuten erfolgten drei 
4 Methode 36 
weitere Waschschritte der Membran in TBST für je 10 Minuten. Die Detektion 
erfolgte mit Hilfe eines Röntgenfilms nach unterschiedlichen Expositionszeiten. 
Zum Schluss wurden die Membranen mit TBST gewaschen, um anschließend 
für eine Ladekontrolle erneut Verwendung zu finden. 
Die Ladekontrolle diente zur Bestimmung einer relativen Menge des Zielpro-
teins. Hierzu wurden die gebundenen Antikörperkomplexe von der Blot-
Membran durch eine 15-minütige Inkubation bei 60 °C in Roti®-Free Stripping-
Puffer entfernt. Es folgten zwei Waschschritte mit TBST für 20 Minuten. Die 
Blot-Membran wurde für eine Ladekontrolle der Zytosolproteine nun mit einem 
Antikörper gegen das β-Aktin versetzt. Die Ladekontrolle der Kernproteine er-
folgte mit einem Antikörper gegen Histon-3. Die Auswertung der Banden erfolg-
te densitometrisch mit Hilfe des Quantity One Basic-Programms (Bio-Rad, 
USA). 
4.4 Nukleinsäureanalytik 
4.4.1 RNA-Isolierung 
Die RNA-Isolierung wurde mit Hilfe des peqGOLD® Trifast (Peqlab)-Kits durch-
geführt. So konnte die Gesamt-RNA aus den Zellen extrahiert werden. An-
schließend erfolgte die quantitative real time-RT-PCR zur Genexpressionsana-
lyse.  
HaCaT-Zellen wurden in Petri-Schalen (Ø6cm) in einer Dichte von 500.000 
Zellen pro Schale ausgesät und für 24-36 h kultiviert. Anschließend wurden die 
Zellen für 6 h mit einem Hungermedium versetzt. Es folgte die Stimulation mit 
PRGF für 3 h in den Konzentrationen 0 %, 5 % und 10 %. Nachdem die Zellen 
nach Ablauf der Stimulationszeit mit PBS gewaschen wurden, erfolgte die Be-
handlung mit einem Milliliter peqGOLD® Trifast pro Schale für fünf Minuten bei 
RT. Dann folgte die Zugabe von 200 µl Chloroform. Das Gemisch wurde per 
Hand kräftig geschüttelt und für weitere fünf Minuten bei RT inkubiert. Nun 
erfolgte die Phasentrennung durch 10-minütiges zentrifugieren der Proben bei 
12.000 g und 4 °C. Oben befand sich als farblos-wässriger Anteil die RNA, die 
mittlere Interphase stellte die DNA dar und im unteren Teil befand sich die rote 
Phenol-Chloroform-Phase. Die RNA wurde vorsichtig in ein neues Reaktionsge-
fäß überführt und mit 4,7 µl Glykogen pro Probe sowie 500 µl Isopropanol ver-
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setzt. Das Gemisch wurde gevortext und für 10 Minuten bei RT inkubiert. Es 
folgte eine Zentrifugation für 30 Minuten bei 20.000 g und 4 °C. Die RNA wurde 
dann mit 75 %igem Ethanol gewaschen und anschließend für 10 Minuten bei 
12.000 g und 4 °C zentrifugiert. Für weitere 10 Minuten erfolgte eine Lufttro-
ckung bei RT. Es wurde nun 20 µl RNase-freies Wasser zur RNA gegeben, 
resuspendiert und für 10 Minuten bei 55 °C inkubiert. Mit Hilfe des UV-Vis 
Spektralphotometers NanoDrop 2000 konnte dann die RNA-Konzentration 
ermittelt werden. 
4.4.2 Reverse Transkriptase-PCR 
Die reverse Transkriptase dient der Umschreibung der RNA zu cDNA. Mit die-
ser hochempfindlichen Methode ist es möglich, die Genexpression auf RNA-
Ebene zu untersuchen.  
Um eine DNA-Kontamination der RNA-Proben, die für die reverse Transkriptase 
verwendet wurde zu vermeiden, erfolgte zunächst ein DNA-Verdau. Dazu wur-
den die Proben nach dem folgenden Reaktionsansatz zusammen pipettiert: 
 
Tabelle 4-4 Zusammensetzung Reaktionsansatz für den DNA-Verdau 
Reaktionsansatz DNA-Verdau 
RNA aus RNA-Isolierung (gelöst in Was-
ser) 
DNase Puffer (10 x reaction buffer) 
DNase 
7 µl (1 µg RNA) 
1 µl 
1 µl 
Gesamtvolumen 9 µl 
 
Es folgte eine Inkubation für 15 min. bei 37 °C. Nach Ablauf der 15 min. wurde 
für 10 min. 1 µl Stopplösung bei 65 °C hinzugefügt. So kam es zur Deaktivie-
rung der im Reaktionsansatz enthaltene DNase. Anschließend erfolgte die 
Umschreibung von RNA zu cDNA durch die Zugabe von 2 µl Random Hexamer 
(RH 200 ng) für 5 min. bei 70 °C. Dabei handelt es sich um sechs zufällig zu-
sammengestellte Nukleotide. Diese dienen als Primer für die RNA-abhängige 
DNA-Polymerase. 
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Ein vorbereiteter Mastermix (Zusammensetzung siehe Tabelle 4-5) wurde dem 
Gemisch beigefügt. Dieser enthält einen Puffer für die reverse Transkriptase 
und für die dNTPs enthält. Es folgte eine 5 minütige Inkubation. Dann wurde 1 
µl Reverse Transkriptase zu dem Gemisch gegeben. Diese stellt aus der RNA 
die komplementäre cDNA her. Hierfür fanden die folgenden Inkubationsschritte 
statt: 
 10 min. bei 25 °C 
 60 min. bei 42 °C 
 10 min. bei 79 °C 
Die so erstellte cDNA konnte bei -20 °C bis zu vier Wochen gelagert werden. 
 
Tabelle 4-5 Zusammensetzung Mastermix für die cDNA-Synthese 
Mastermix für die cDNA-Synthese Volumen 
5 x reaction buffer 
dNTP Mix 10 mM 
Destilliertes Wasser 
4 µl 
2 µl 
1 µl 
Gesamtvolumen 7 µl 
 
4.4.3 Quantitative realtime-PCR (qRT-PCR) 
Die qRT-PCR stellt eine Methode dar, welche zur Vervielfältigung von Nuklein-
säuren dient. Die gewonnene DNA-Sequenz wird dann mittels einer Fluores-
zenz-Messung quantitativ ausgewertet. Mit dieser Methode sollte im Rahmen 
dieser Arbeit eine Zunahme der Expression der zu untersuchenden Zielgene 
ermittelt werden. Die zuvor durch die Reverse Transkriptase umgeschriebene 
cDNA dient dabei als Matrize für die Synthese. 
Im ersten Schritt, dem Annealing, kommt es zur Hybridisierung eines sequenz-
spezifischen Primerpaares mit einer bestimmten Region der cDNA. So erfolgt 
die Festlegung eines Startpunkts für die DNA-Polymerase. Dann erfolgt die 
Elongation. Hier wird der spezifische DNA-Abschnitt  exponentiell vermehrt. Der 
folgende Schritt, die Quantifizierung, erfolgt mithilfe des DNA-Farbstoffs SYBR® 
Green I. Es kommt zur Interkalation des Farbstoffs mit der doppelsträngigen 
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DNA. Zur Bestimmung der einzelnen Zielgene wurden pro Reaktionsansatz 
folgende Volumina eingesetzt: 
 
Tabelle 4-6 Zusammensetzung Reaktionsansatz real time RT-PCR: MWG 
Reaktionsansatz real time RT-PCR: 
MWG 
Volumen 
RNase freies Wasser 
Vorwärtsprimer (100 µM) 
Rückwärtsprimer (100 µM) 
SYBR Green Mix 
Template (cDNA) (75-120 nµ/µl) 
2 µl 
0,75 µl 
0,75 µl 
7,5 µl 
4 µl 
Gesamtvolumen 15 µl 
 
Tabelle 4-7 Programmierung des real time PCR: 
Phasen Temperatur Zeit  
Initiale Denaturierung 95 °C 10 Minuten  
Denaturierung 95 °C 45 Sekunden  
40-45 
Zyklen 
Annealing 60 °C 30 Sekunden 
Elongation 72 °C 1 Minute 
Abschließende Elongation 72 °C 7 Minuten  
Schmelzkurve 60 – 95 °C   
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5 Ergebnisse 
5.1 Darstellung und statistische Auswertung der Daten 
Zur graphischen Darstellung und statistischen Auswertung der Daten wurde das 
Programm GraphPad Prism 5 (La Jolla, CA USA) verwendet. Dargestellt sind 
die Mittelwerte und Standardfehler der Messdaten. Als statistischer Test wurde 
One way ANOVA durchgeführt. Die Signifikanz wurde mit p≤0,05 angegeben. 
Zu den Ergebnissen wurde ein Mittelwert ± Standardabweichung angegeben. 
Diese wurden mittels der Column statistic (Column analyses) im GraphPad 
Prism 5 ermittelt. 
5.2 Ermittlung Hungermedium 
Zunächst wurden die Zellen mit einem Medium versetzt, welches unterschiedli-
che Konzentrationen an FKS enthielt. So sollte sichergestellt werden, dass ein 
geeignetes „Hungermedium“ zur Stimulation der Zellen mit PRGF verwendet 
wird, wobei eine weitere Proliferation der Zellen durch FKS verhindern wird. 
Gleichzeitig sollte die Zellviabilität hoch sein. Die HaCaT-Zellen wurden über 3 
h, 6 h, 18 h, 24 h und 48 h mit 0 %, 1 %, 2,5 %, 5 %, 7,5 % und 10 % FKS 
stimuliert. Dargestellt werden hier nur die optimalen Stimulationszeiten (siehe 
Abbildung 5-1). Die Analyse der Proliferation und der Viabilität erfolgte dann 
mittels des Cell Titer Blue-Assay. Es konnte festgestellt werden, dass es bei 
einer Stimulationszeit von 24 Stunden und einer Konzentration von 1 % FKS 
kaum zu einer Zellproliferation bei gleichzeitig guter Zellviabilität kommt. Bei 
einer Behandlung mit 5 %, 7,5 % und 10 % FKS kam es in dem Versuch zu 
einer hohen Zellproliferation. 
 
Tabelle 5-1 Tabellarische Darstellung der Zellviabilität im Bezug zur Zellproliferation der 
HaCaT-Zellen nach FKS-Behandlung 
% FKS 6 h p ≤ 0,001 24 h p ≤ 0,001 
0 
14.668,8 ± 
2.213,5 
ns 
14.760,0 ± 1.548,8 ns 
1 16.025,5 ± ns 15.412,0 ± 1.757,5 ns 
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2.359,9 
2,5 
15.065,3 ± 
1.682,3 
ns 
21.373,0 ± 2.284,6 * 
5 
15.392,8 ± 
1.152,6 
ns 
23.472,0 ± 2.198,3 * 
7,5 
16.155,7 ± 
1.174,1 
ns 
23.791,7 ± 1.162,9 * 
10 14.930,0 ± 592,2 ns 24.329,3 ± 1.299,1 * 
 
 
Abbildung 5-1 Zellviabilität in Bezug zur Zellproliferation der HaCaT-Zellen nach FKS-
Behandlung 
5.3 Einflüsse von PRGF auf die Viabilität und Proliferation von 
HaCaT-Zellen 
Um die Einflüsse von PRGF auf HaCaT-Zellen zu untersuchen, wurde der Ein-
fluss auf die Zellviabilität und auf die Zellproliferation getestet.  
Die Zellen wurden dazu mit unterschiedlichen prozentualen Konzentrationen 
PRGF (0 %, 2,5 %, 5 %, 7,5 %, 10 % und 20 %) über einen Zeitraum von 24 h 
in dem Hungermedium mit 1 % FKS stimuliert. Die Analyse erfolgte mit dem 
Cell Titer Blue-Assay. Es konnte ein signifikanter Anstieg der Zellviabilität bei 
Konzentrationen von 7,5 %, 10 % und 20 % PRGF festgestellt werden (siehe 
Abbildung 4-2). 
 
5 Ergebnisse 42 
Tabelle 5-2 Tabellarische Darstellung der Zellviabilität von HaCaT-Zellen bei unterschied-
lichen PRGF-Konzentrationen über 24 h 
% PRGF Zellviabilität pro 20.000 Zellen p ≤ 0,05 
0 9.751 ± 570,8 Ns 
2,5 9.294 ± 701,7 Ns 
5 9.613 ± 314,3 Ns 
7,5 10.987 ± 490,1 * 
10 11.095 ± 709,8 * 
20 11.436 ± 732,7 * 
 
 
 
Abbildung 5-2 Relative Zellviabilität von HaCaT-Zellen nach 24h PRGF-Behandlung 
 
Die Zellproliferation wurde mit Hilfe eines CyQuant-Zellproliferations-Assay 
ermittelt. Hier erfolgte eine Bestimmung der DNA-Menge der Zellen. Diese 
wurde mit einem Fluoreszenzfarbstoff markiert und gemessen, wobei eine er-
höhte DNA-Menge auf eine erhöhte Zellanzahl hinweist. Bei den HaCaT-Zellen 
konnte bei einer Konzentration von 2,5 % eine signifikante Erhöhung der Zell-
prolifertaion gemessen werden (siehe Abbildung 4-3).  
 
Tabelle 5-3 Tabellarische Darstellung der Zellanzahl pro cm
2 
bei unterschiedlichen PRGF-
Konzentrationen 
% PRGF Zellanzahl/cm2 p ≤ 0,05 
0 245.031 ± 23.244 Ns 
2,5 271.733 ± 14.570 * 
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5 264.383 ± 8.110 Ns 
7,5 233.988 ± 7.385 Ns 
10 228.818 ± 11.702 Ns 
20 225.435 ± 16.020 Ns 
 
 
Abbildung 5-3 Relative Zellproliferation der HaCaT-Zellen nach 24h PRGF-Behandlung 
 
5.4 Die Wirkung von PRGF auf das Nrf2-ARE-System in 
HaCaT-Zellen 
5.4.1 Der Einfluss von PRGF auf die ARE-Aktivierung in HaCaT-ARE Zel-
len 
Um zu untersuchen, wie sich PRGF auf das Antioxidance-Response-Element 
(ARE) in HaCaT-Zellen auswirkt, wurden stabil transfizierte HaCaT-ARE-Zellen 
für 3 und 6 Stunden mit unterschiedlichen Konzentrationen an PRGF stimuliert. 
So sollte analysiert werden, ob es durch Zugabe von PRGF zu einer Steigerung 
der ARE-Aktivität in den Zellen kommen kann. Mit Hilfe des Dual Luciferase-
Assays konnte die ARE-Aktivität ermittelt und die Werte aus dem Verhältnis von 
Firefly- zu Renilla-Luciferase normiert werden. Bei einer Stimulation der HaCaT-
ARE Zellen mit einer Konzentration von 7,5 % PRGF über 3 h konnte ein signi-
fikanter Anstieg der ARE-Aktivität nachgewiesen werden. Bei einer Stimulati-
onszeit von 6 h konnten kaum Änderungen der ARE-Aktivität festgestellt wer-
den (siehe Abbildung 4-4). 
 
5 Ergebnisse 44 
Tabelle 5-4 Tabellarische Darstellung der relativen ARE-Aktivität stabil transfizierter 
HaCaT-Zellen bei unterschiedlichen PRGF-Konzentrationen 
% PRGF 3 h p ≤ 0,05 6 h p ≤ 0,05 
0 5.771,1 ± 608,8 ns 6.163,6 ± 746,7 ns 
1 6.635,8 ± 1.100,1 ns 6.136,9 ± 590,3 ns 
2,5 6.576,4 ± 947,4 ns 6.571,8 ± 795,7 ns 
5 6.653,0 ± 1.315,5 ns 6.394,2 ± 816,6 ns 
7,5 6.806,4 ± 1.185,8 * 6.502,2 ± 1.054,9 ns 
10 5.599,8 ± 613,7 ns 6.202,0 ± 365,4 ns 
 
 
 
Abbildung 5-4 Einfluss von PRGF auf die ARE-Aktivität in stabil transfizierten HaCaT-
ARE Zellen 
 
Zur Kontrolle der Ergebnisse wurden HaCaT-Zellen mittels jetPRIMETM tran-
sient transfiziert. Hier erfolgte die Stimulation der Zellen ebenfalls über 3 und 6 
Stunden mit PRGF-Konzentrationen von 0 %, 2,5 %, 5 %, 7,5 %, 10 % und 20 
%. Eine Versuchsreihe wurde dabei ohne zusätzliches FKS behandelt, eine 
weitere mit 10 % FKS. Bei einer Behandlung mit FKS gab es einen tendenziel-
len Anstieg der ARE-Aktivität bei einer Konzentration von 5 % PRGF und einer 
Stimulationszeit von 3 Stunden (siehe Abbildung 4-5). Es war keine Änderung 
der ARE-Aktivität nachweisbar. Hingegen zeigte die Versuchsreihe ohne zu-
sätzliches FKS eine signifikante Steigerung der ARE-Aktivität bei 5 % PRGF 
und 6 h Stimulationszeit (siehe Abbildung 5-6). 
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Tabelle 5-5 Tabellarische Darstellung der relativen ARE-Aktivität transient transfizierter 
HaCaT-Zellen bei unterschiedlichen PRGF-Konzentrationen und 10% FKS 
% PRGF 3 h p ≤ 0,05 6 h p ≤ 0,05 
0 0,954 ± 0,187 ns 1,000 ± 0,271 ns 
2,5 1,147 ± 0,397 ns 0,723 ± 0,437 ns 
5 2,277 ± 1,146 ns 0,750 ± 0,479 ns 
7,5 1,199 ± 0,748 ns 1,090 ± 0,514 ns 
10 1,125 ± 0,393 ns 0,823 ± 0,367 ns 
20 1,146 ± 0,528 ns 1,183 ± 0,812 ns 
 
 
Abbildung 5-5 Einfluss von PRGF auf die ARE-Aktivität bei transient transfizierten 
HaCaT-ARE Zellen mit 10% FKS 
 
Tabelle 5-6 Tabellarische Darstellung der relativen ARE-Aktivität transient transfizierter 
HaCaT-Zellen bei unterschiedlichen PRGF-Konzentrationen ohne FKS 
% PRGF 3 h p ≤ 0,05 6 h p ≤ 0,05 
0 0,610 ± 0,189 ns 1,000 ± 0,401 ns 
2,5 1,818 ± 1,265 ns 1,050 ± 0,244 ns 
5 1,320 ± 0,582 ns 1,741 ± 0,413 * 
7,5 0,860 ± 0,346 ns 2,534 ± 1,722 ns 
10 1,305 ± 0,655 ns 1,421 ± 0,489 ns 
20 1,170 ± 0483 ns 1,903 ± 0,386 ns 
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Abbildung 5-6 Einfluss von PRGF auf die ARE-Aktivität bei transient transfizierten 
HaCaT-ARE Zellen ohne FKS 
5.4.2 Proteinexpression von Nrf2 und Zielgenen 
Die Expression unterschiedlicher ARE abhängiger antioxidativer Enzyme erfolg-
te mit Hilfe der Western Blot-Analyse. Dazu wurden HaCaT-Zellen zunächst 24 
h mit Medium versetzt und inkubiert. Nach weiteren 24 h Inkubation in Hunger-
medium erfolgte eine 6 stündige Stimulation der Zellen mit unterschiedlichen 
Konzentrationen an PRGF (0 %, 5 % und 10 %). Die Zytosol- und Kernproteine 
wurden nach dem Protokoll von Abcam getrennt. Untersucht wurde dann die 
Menge an translozierten Nrf2 in den Nukleus sowie die Menge an exprimierten 
HO1- und NQO1-Proteinen im Zytosol. 
Bei der Untersuchung der Expression der Kern-Fraktion zeigte sich kein signifi-
kanter Anstieg der Nrf2-Akkumulation im Nukleus (siehe Abbildung 5-7). Hier 
erfolgte eine endogene Kontrolle durch das Histon 3-Protein. 
Tabelle 5-7 Relative Nrf2-Translokation 
% PRGF Nrf2 Translokation p ≤ 0,05 
0 1,00 ± 0,00 ns 
5 1,51 ± 1,38 ns 
10 1,45 ± 1,17 ns 
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Abbildung 5-7 Western Blot-Analyse zur Ermittlung der translozierten Nrf-2-Menge in 
HaCaT Zellen 
 
Für die Analyse des Zytosolproteins HO1 erfolgte die endogene Kontrolle durch 
ß-Aktin. Hier zeigte sich ein signifikanter Anstieg der HO1 Akkumulation im 
Zytosol bei einer 10 %igen PRGF-Stimulation (siehe Abbildung 5-8). 
Tabelle 5-8 Relativer HO1-Proteingehalt 
% PRGF HO1 Proteingehalt p ≤ 0,05 
0 1,02 ± 0,12 ns 
5 1,00 ± 0,35 ns 
10 1,87 ± 0,67 * 
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Abbildung 5-8 Western Blot-Analyse zur Ermittlung der translozierten HO-1-Menge in 
HaCaT Zellen 
 
Bei der Untersuchung des Zytosolproteins NQO1 zeigte sich kein Anstieg der 
NQO1-Akkumulation im Zytosol (siehe Abbildung 5-9). 
Tabelle 5-9 Relativer NQO1-Proteingehalt 
% PRGF NQO1 Proteingehalt p ≤ 0,05 
0 1,00 ± 0,01 ns 
5 1,34 ± 0,60 ns 
10 1,15 ± 0,70 ns 
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Abbildung 5-9 Western Blot-Analyse zur Ermittlung der translozierten NQO1-Menge in 
HaCaT Zellen 
 
5.4.3 Genexpression von Nrf2-ARE-Zielgenen 
Mittels der quantitativen real time PCR wurde die durch PRGF hervorgerufene 
Expression von ARE-Zielgenen ermittelt. Nach einer Stimulation der Zellen für 3 
h erfolgte die Isolierung der Gesamt-RNA. Es konnte eine signifikante HO1-
Genexpression bei einer PRGF-Konzentration von 10 % belegt werden (siehe 
Abbildung 5-10). In dem Versuch zur Expression von NQO1 konnte keine signi-
fikante Erhöhung festgestellt werden (siehe Abbildung 5-11). 
Tabelle 5-10 Relative HO1-Expression 
% PRGF HO1 Expression p ≤ 0,05 
0 1,00 ± 0,06 ns 
5 1,93 ± 1,87 ns 
10 2,34 ± 1,93 * 
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Abbildung 5-10 Genexpression von HO1 nach PRGF-Stimulation von HaCaT-Zellen 
 
Tabelle 5-11 Relative NQO1-Expression 
% PRGF NQO1 Expression p ≤ 0,05 
0 1,13 ± 0,45 ns 
5 1,81 ± 1,78 ns 
10 1,33 ± 1,24 ns 
 
 
Abbildung 5-11 Genexpression von NQO1 nach PRGF-Stimulation von HaCaT-Zellen 
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6 Diskussion 
Kommt es zu einer Gewebeschädigung, herrscht oxidativer Stress. Das Nrf2-
ARE-System dient als Schutzmechanismus gegen diesen oxidativen Stress. 
Eine Aktivierung des Systems führt zu einer Translokation des Transkriptions-
faktors Nrf2 aus dem Zytosol in den Zellkern. In Folge dessen kommt es durch 
Bindung von Nrf2 an eine Promotor-Sequenz zur Aktivierung von ARE. Es folgt 
die Expression von antioxidativen Enzymen, wie beispielsweise HO1 oder 
NQO1. Diese spielen eine wichtige Rolle im Heilungsprozess der Haut, da sie 
das geschädigte Gewebe vor oxidativem Stress schützen. 
Durch in vitro Modelle ist es möglich, die Auswirkung der von Thrombozyten 
freigesetzten Wachstumsfaktoren (PRGF) auf zellulärer Ebene zu untersuchen. 
Ziel dieser Arbeit war es, heraus zu finden, ob PRGF den Heilungsprozess der 
Haut positiv über die Nrf2-ARE-Aktivierung beeinflussen kann. Dass PRP einen 
positiven Effekt auf die Wundheilung hat, ist bereits mehrfach in der Literatur 
belegt. 2012 konnten Tohidnezhad et al. darlegen, dass PRP eine hohe anti-
mikrobielle Aktivität besitzt. Es wurde gezeigt, dass PRP das antimikrobielle 
Peptid hBD-2 (human beta-defensin 2) enthält. Bei einem Trauma kann es 
durch die direkte Freisetzung dieses Peptids durch Zugabe von PRP zur Be-
kämpfung einer Infektion gegen beispielsweise E. coli und P. mirabilis kommen 
(Tohidnezhad et al. 2012). Eine positive Auswirkung auf die Angiogenese chi-
rurgischer Wunden in Bezug auf Lappenplastiken konnte 2013 von Sönmez et 
al. in einer in vivo Studie am Mausmodell gezeigt werden (Sönmez et al. 2013). 
Auch über eine verbesserte Ausheilung chronisch venöser Geschwüre unter 
der Verwendung von autologen PRP konnte 2013 berichtet werden (Sar-
vajnamurthy et al. 2013). Darüber hinaus wurde über die Wirkmechanismen 
einzelner von Thrombozyten freigesetzten Wachstumsfaktoren in Studien be-
richtet. PDGF spielt demnach eine wichtige Rolle in der Knochen- und Sehnen-
heilung (De la Riva et al. 2010). TGF-β kann zu einer verringerten Narbenbil-
dung beitragen (Douglas 2010) und eine exogene Zugabe von VEGF führt zu 
einer Osteoblastenaktivierung (Street et al. 2002).  
Jedoch ist noch nicht geklärt, wie der Wirkmechanismus aller Faktoren, die in 
PRGF enthalten sind, die Keratinozyten und deren Nrf2-ARE-System genau 
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beeinflussen. Daher sollte eine Translokation von Nrf2 in den Zellkern nach 
PRGF-Stimulation untersucht werden. Als weiterer Nachweis sollte eine zusätz-
liche Aktivierung von ARE sowie die Expression ARE-abhängiger antioxidativer 
Enzyme durch PRGF nachgewiesen werden.  
6.1 Einflüsse von PRGF auf HaCaT-Zellen 
Zunächst sollte überprüft werden, wie sich PRGF auf die Zellviabilität von Kera-
tinozyten auswirkt. Somit sollte ausgeschlossen werden, dass es durch die 
Zugabe von PRGF zu einem negativen Effekt bezüglich der Viabilität von 
HaCaT-Zellen kommt. Zudem konnte eine signifikant erhöhte Proliferation der 
Zellen durch die Zugabe von PRGF gezeigt werden (siehe Abbildung 5-2 und 
Abbildung 5-3) Diese Ergebnisse konnten auch in einer Studie von Kim et al. 
belegt werden (Kim et al. 2013). Ebenfalls zeigten nicht publizierte Versuche 
unserer Arbeitsgruppe, dass es bei primären Keratinozyten durch eine PRGF-
Stimulation zu einer signifikanten Steigerung der Zellproliferation und Zellviabili-
tät kommt. 
Bezüglich der Zellviabilität zeigten die Messergebnisse eine signifikante Erhö-
hung ab einer Konzentration von 7,5 % PRGF. In geringeren Konzentrationen 
konnte kein signifikanter Effekt festgestellt werden. PRGF scheint aber auch 
keinen negativen Einfluss auf die Viabilität von Keratinozyten zu haben.  
Die Ergebnisse der Zellproliferation konnten eine signifikante Steigerung bei 
einer Konzentration von 2,5 % PRGF zeigen (siehe Abbildung 5-2 und Abbil-
dung 5-3). Hier ist zu vermuten, dass die im Rahmen dieser Arbeit untersuchten 
HaCaT-Zellen bereits zu 65-75% konfluent waren und damit eine Steigerung 
von Viabilität und Proliferation nur begrenzt möglich war. In weiterführenden 
Studien könnte beispielsweise die eingesetzte Zellzahl verändert werden. Au-
ßerdem ist zu beachten, dass hier nur mit einer Stimulationszeit von 24 h ge-
messen wurde. Auch hier wären weitere Studien mit anderen Stimulationszeiten 
interessant. 
6.2 Nrf2-ARE Aktivierung 
Mittels eines Dual Luciferase® Reporter Assays konnte eine Relation zwischen 
der ARE-Aktivierung und der Zugabe von PRGF ermittelt werden. Verwendet 
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wurden hierfür sowohl stabil transfizierte HaCaT-ARE Zellen als auch transient 
transfizierte HaCaT-ARE Zellen. Bei den stabil transfizierten HaCaT-ARE-
Zellen konnte eine signifikante Steigerung der ARE-Aktivität bei einer 7,5 %igen 
PRGF-Konzentration über einen Stimulationszeitraum von 3 h gezeigt werden. 
Bei dem Zeitraum über 6 h war kein signifikanter Effekt feststellbar (siehe Ab-
bildung 5-4). 
In der Gruppe der transient transfizierten HaCaT-ARE-Zellen wurden zwei An-
sätze untersucht. In einem Ansatz wurden die Zellen zusätzlich mit 10 % FKS 
behandelt. Hier zeigte sich ein tendenzieller Anstieg bei 5 % PRGF und einem 3 
stündigen Stimulationszeitraum. Es lag keine Signifikanz vor (siehe Abbildung 
5-5). Der zweite Ansatz ohne eine zusätzliche Behandlung von FKS zeigte 
hingegen eine signifikante Erhöhung der ARE-Aktivität bei einem Stimulations-
zeitpunkt von 6 h und 5 % PRGF-Stimulation. Der Stimulationszeitraum von 3 h 
zeigte keine signifikanten Ergebnisse (siehe Abbildung 5-6). 
Weiterhin ließ sich mithilfe der Western Blot Analyse ein tendenzieller Anstieg 
von Nrf2 im Zellkern bei 5 % und 10 % PRGF nachweisen. Die Ergebnisse 
waren bedingt durch eine hohe Standardabweichung nicht signifikant (siehe 
Abbildung 5-7). 
Es wird vermutet, dass es auch hier durch eine zu geringe Stimulationszeit zu 
keiner ausreichenden Translokation von Nrf2 in den Zellkern kommen kann. 
Somit ist dann auch keine Steigerung der ARE-Aktivität möglich. 
6.3 Expression von ARE-abhängigen antioxidativen Enzymen 
und Nrf2-Zielgenen 
Eine weitere Hypothese war, dass eine Zugabe von PRGF zu Keratinozyten 
eine Nrf2-Aktivierung ohne die Beteiligung von ROS hervorruft. Daher wurde im 
nächsten Schritt überprüft, ob es durch PRGF-Stimulation der HaCaT-Zellen zu 
einer Expression von ARE-abhängigen antioxidativen Enzymen kommt. Hier 
konnte ein signifikanter Anstieg der Expression von HO-1 bei einer Stimulation 
der Zellen mit 10 % PRGF mittels Western Blot Analysen nachgewiesen wer-
den. Bei dem Antioxidant NQO1 war keine signifikante Hochregulierung zu 
sehen. Diese Ergebnisse beschränken sich auf Stimulationszeiten von 3 h und 
6 h. Hier wären weitere Studien mit kürzeren bzw. längeren Stimulationszeiten 
6 Diskussion 54 
sinnvoll, um zu erforschen, ab welchem Stimulationszeitpunkt PRGF eine Hoch-
regulierung dieser antioxidativen Enzyme bewirken kann. Weiterhin ist zu be-
denken, dass NQO1 im Gegensatz zu HO1 ein Antioxidant ist, welches haupt-
sächlich durch den Transkriptionsfaktor Nrf2 hochreguliert wird. Die Expression 
von HO1 erfolgt dagegen auch durch andere Transkriptionsfaktoren. Es ist 
anzunehmen, dass andere Transkriptionsfaktoren bereits in frühen Stimulati-
onsphasen zu einer Expression von HO1 führen. Des Weiteren ist zu beden-
ken, dass die verwendete HaCaT-Zelllinie ursprünglich von der Peripherie eines 
primär malignen Melanoms abstammt. In Tumoren kommt es ebenfalls zu einer 
Hochregulierung von Nrf2. Um den alleinigen Effekt von PRGF auf eine Aktivie-
rung des Nrf2-ARE-Systems zu erforschen, wäre es demnach interessant, die 
Versuche auch mit primären Keratinozyten zu wiederholen.  
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7 Zusammenfassung 
Großflächige Weichgewebsdefekte, Infektionen oder Mikrozirkulationsstörungen 
können zu einer verzögerten oder sogar ausbleibenden Wundheilung führen. 
Hier wird die Applikation von autologen Plättchenreichem Blutplasma (PRP) 
diskutiert. Thrombozyten sind Träger von Wachstumsfaktoren, welche die 
Wundheilung positiv beeinflussen. Diese können auch in vitro bzw. ex vivo 
freigesetzt und aktiviert werden und werden dann als PRGF (Platelet Released 
Growth Factors) bezeichnet. Über das Nrf2-ARE-System schützen sich die 
Zellen gegen oxidativen Stress, der während einer Gewebeschädigung 
herrscht. Kommt es zur Aktivierung des Systems, werden antioxidative Enzyme, 
wie beispielsweise HO1 (Hämoxygenase-1) oder NQO1 (NAD(P)H:Chinon-
Oxidoreduktase), gebildet. 
In dieser Arbeit wurden die Einflüsse von PRGF auf die Zellviabilität und die 
Zellproliferation der humanen Keratinozyten-Zelllinie HaCaT durch CTB-Assay 
und CyQuant®-Assay ermittelt. Die ARE-Aktivität wurde mit Hilfe des Dual 
Luciferase Reporter Assay´s bestimmt. Western Blot-Analysen dienten zum 
Nachweis einer Translokation von Nrf2 in den Zellkern und zur Untersuchung 
der Expression ARE-abhängiger Antioxidantien. Hierzu wurde die Keratinozy-
ten-Zelllinie mit unterschiedlichen Konzentrationen an PRGF über verschiedene 
Zeiträume stimuliert. 
Eine Zugabe von PRGF induzierte eine erhöhte Proliferation und Viabilität der 
HaCaT-Zellen. Zudem konnte ein tendenzieller Anstieg von Nrf2 im Zellkern 
ermittelt werden. Die Untersuchung der ARE-Aktivität zeigte eine signifikante 
Erhöhung bei einer Stimulation mit 7,5% PRGF über 3 h. Die Western Blot-
Analyse zur Bestimmung des HO1-Levels im Zytoplasma zeigte eine signifikan-
te Hochregulierung bei einer Konzentration von 10 % PRGF. Die Untersuchun-
gen bezüglich des Antioxidants NQO1 konnten keine signifikante Steigerung 
erzielen.  
Zusammenfassend lässt sich festhalten, dass PRGF durch seine positiven 
Effekte auf die Proliferation der Keratinozyten sowie auf die Aktivierung des 
Nrf2-ARE-Systems eine wichtige Rolle bei der Wundheilung zu spielen scheint. 
Allerdings sind zum einen weitere Untersuchungen mit längeren Stimulations-
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zeiten und zum anderen Untersuchungen mit primären Zellen notwendig, um 
die positiven Effekte von PRGF auf die Wundheilung zu sichern. 
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8 Summary 
Extensive soft tissue defects, infections or microcirculation disorders can cause 
a delayed or an absence of wound healing. Here the application of autologous 
platelet rich plasma (PRP) is controversy discussed. Thrombocytes are carriers 
of growth factors, which positively affect the wound healing. These factors can 
also be released and activated in vitro and in vivo and will be denoted as PRGF 
(Platelet Released Growth Factors). The Nrf2-ARE-system prevents cells 
against oxidative stress, which occurs during a tissue defect. An activation of 
this system leads to upregulation of antioxidative enzymes like HO1 (Heme 
Oxygenase 1) or NQO1 (NAD(P)H quinine oxidoreductase 1). 
In this work, the influence of PRGF on the cell viability and the cell proliferation 
of the human keratinocyte cell line HaCaT have been determined by CTB assay 
and CyQuant® assay. The ARE-activity has been ascertained by dual luciferase 
reporter assays. Western blot assays were used to detect a translocation of 
Nrf2 into the nucleus and also to determine the expression of ARE-depending 
antioxidants. Therefore the cells have been stimulated with different concentra-
tions of PRGF for varying times.  
The addition of PRGF induced an accelerated proliferation and viability of the 
HaCaT cells. Relative activation of ARE was greatest, and significantly elevated 
at 7,5% PRGF concentration in HaCaT cells for 3 hours. Western blot results 
confirmed that PRGF induces Nrf2 activation in the nucleus. HO1 concentration 
was significantly increased after 10% PRGF treatment in cytosol. The results 
concerning the antioxidative enzyme NQO1 couldn´t attain a significant result. 
In summary, it can be stated that PRGF has a positive effect on proliferation of 
keratinocytes and it also has a major role on the activation of the Nrf2-ARE-
system during wound healing. Indeed there are more studies with longer stimu-
lation times and further studies with primary cells necessary to confirm the posi-
tive effect of PRGF on wound healing. 
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9 Anhang 
9.1 Erklärung § 5 Abs. 1 zur Datenaufbewahrung 
Hiermit erkläre ich, dass die dieser Dissertation zu Grunde liegenden Original-
daten in dem Institut für Anatomie und Zellbiologie des Universitätsklinikums 
Aachen, hinterlegt sind. 
 
9.2 Eidesstattliche Erklärung gemäß § 5 Abs. (1) und § 11 Abs. 
(3) 12. der Promotionsordnung 
Hiermit erkläre ich, Frau Maike Becker an Eides statt, dass ich folgende in der 
von mir selbstständig erstellten Dissertation „Die Wirkung von Plättchen-
reichem Plasma (PRP) auf das Nrf2-ARE-System in Keratinozyten“ dargestell-
ten Ergebnisse erhoben habe: 
Durchführung sämtlicher dargestellter Experimente, sowie deren statistische 
Auswertung 
Bei der Durchführung der Arbeit hatte ich folgende Hilfestellungen: 
Doktorvater Univ.-Prof. Dr. rer. nat. Thomas Pufe Studiendesign und -
überwachung sowie Korrektur der Dissertation 
Betreuerin Dr. rer. nat. Mersedeh Tohidnezhad Einarbeitung und Unterstützung 
in die experimentellen Arbeiten und Unterstützung bei der Datenauswertung 
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